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RESUMO

Os medicamentos sao alvos da vigilancia sanitaria por serem substancias que
podem colocar risco a saude dos pacientes quando ndo séo fabricados de acordo com
as boas praticas de fabricacdo. O risco pode ocorrer devido ao surgimento de
impurezas residuais durante a sintese do produto € um dos grandes vildes do padrao
de qualidade dos medicamentos. O seu monitoramento precisa de métodos analiticos
capazes de identificar e quantificar essas substancias para promover uma otimizagao
de servicos entre os setores de controle de qualidade e producéo, a fim de promover
exceléncia na qualidade. Os solventes residuais sdo impurezas organicas volateis,
subprodutos da fabricacdo de medicamentos onde a sua identificado é mais eficaz em
equipamentos sofisticados e de alta tecnologia. As diretrizes do ICH e os maiores
orgaos compendias farmacéuticos do mundo sugerem a técnica de cromatografia
gasosa para o monitoramento dos solventes residuais em produtos farmacéuticos,
além de classifica-los de acordo com o risco a sua exposicdo diaria em classe 1, 2 e
3.0 objetivo do trabalho foi elaborar um guia com diretrizes para desenvolvimento de
métodos analiticos para analises de solventes residuais em medicamentos baseados
na farmacopeia Brasileira e Americana associado as diretrizes do ICH e também,
promover um estudo de caso através da aplicacdo do protocolo guiado na
determinacdo de solventes residuais do IFA dapsona. O guia é dividido em
procedimentos para amostras sollveis, insollveis em agua e na subdivisdo em
procedimentos tipo A, B, C e procedimentos alternativos. Os procedimentos
mencionados possuem finalidades de identificacdo, confirmacdo e quantificacédo
respectivamente. O protocolo desenvolvido foi possivel verificar a aplicabilidade do
guia como documento base na elaboracdo dos métodos analiticos para solventes
residuais em produtos farmacéuticos. O método alternativo desenvolvido foi estavel,
seletivo e reprodutivel durante toda a corrida, sendo necessario a sua validacéo para

a demonstracdo da confiabilidade dos resultados.

Palavras-chave: impurezas organicas volateis; solventes residuais;

desenvolvimento de método analitico; cromatografia gasosa, ICH.



ABSTRACT

Medicines are targets of health surveillance because they are substances that
can pose a risk to patients' health when they are not manufactured in accordance with
good manufacturing practices. The risk may occur due to the appearance of residual
impurities during the synthesis of the product, which is one of the great villains of the
quality standard of medicines. Its monitoring requires analytical methods capable of
identifying and quantifying these substances to promote optimization of services
between the quality control and production sectors, in order to promote excellence in
quality. Residual solvents are volatile organic impurities, by-products of the
manufacture of medicines where their identification is more effective in sophisticated
and high-tech equipment. The ICH guidelines and the largest pharmaceutical
compendial bodies in the world suggest the gas chromatography technique for
monitoring residual solvents in pharmaceutical products, in addition to classifying them
according to the risk of daily exposure into classes 1, 2 and 3. The objective of the
work was to develop a guide with guidelines for the development of analytical methods
for the analysis of residual solvents in medicines based on the Brazilian and American
pharmacopoeia associated with the ICH guidelines and also to promote a case study
through the application of the guided protocol in determining residual solvents of the
IFA dapsone. The guide is divided into procedures for soluble and water-insoluble
samples and subdivided into procedures type A, B, C and alternative procedures. The
aforementioned procedures have identification, confirmation and quantification
purposes respectively. The protocol developed made it possible to verify the
applicability of the guide as a base document in the development of analytical methods
for residual solvents in pharmaceutical products. The alternative method developed
was stable, selective and reproducible throughout the run, requiring validation to

demonstrate the reliability of the results.

Keywords: volatile organic impurities; residual solvents; analytical method

development; gas chromatography; ICH.
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1 INTRODUCAO

O medicamento € considerado um produto farmacéutico devido as suas
caracteristicas profilaticas, curativas e paliativas com a finalidade de contribuir na
promocao da saude publica. A sua formulacdo é composta de substancias diferentes
como farmaco, matérias primas e excipientes, que juntos formam uma substancia
Gnica com fins terapéuticos. (Lei n® 5.991, de 17 de dezembro de 1973)

Durante a fabricacdo dessas substancias, podem surgir inUmeros tipos de
impurezas que sdo diferentes de quaisquer dos insumos farmacéuticos ativos e
excipientes que se manifestam de diferentes rotas de sintese dos fabricantes,
processo de fabricagdo e desvio da qualidade. Essas impurezas nado oferecem
nenhum beneficio terapéutico ao paciente e sao classificadas como orgéanicas,
inorganicas e solventes residuais (Machado, 2011; ICH Q3D(R1),2019; ICH Q3
(R2),2006).

As impurezas organicas sao substancias proveniente da utilizagdo dos
solventes organicos durante a sintese dos medicamentos, produtos de degradacéo e
desvio da qualidade. Elas podem ser volateis, ndo volateis, conhecidas ou
desconhecidas que precisam ser inspecionadas para evitar efeitos adversos a saude
humana (Machado, 2011).

Os solventes organicos sao os veiculos mais utilizados na fabricacdo dos
medicamentos devido a sua afinidade natural com outros compostos organicos. Essa
caracteristica é o que define a sua preferéncia na sintese de farmacos com o seu alto
poder de solubilidade, na facilidade de promover a forma cristalina de substancias,
pureza, além de aumentar o rendimento da producdo, sendo uma substancia ouro na
industria farmacéutica no desenvolvimento das formulacdes (USP 467, 2023,
Hajipour, 2024).

Em contrapartida, esses compostos sdo 0s responsaveis pelo surgimento de
solventes residuais volateis, que nem sempre sao eliminados totalmente durante o
processo de fabricacdo e ndo possuem nenhum efeito terapéutico. Esses residuos
devem ser reduzidos ou até mesmo eliminados das formulacdes para atender os
requisitos da Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), e assim evitar os efeitos
indesejaveis e riscos a saude (ICH Q3C(R8), 2022; Farmacopeia Brasileira 62 ed.,
2024; USP 467, 2023; SUN, Rong et al., 2021).
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Os produtos farmacéuticos séo alvos de fiscalizacdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) devido ao seu propésito garantir a saude da populacéo,
por intermédio do controle sanitario da produgdo, da comercializacdo de produtos e
de servicos (Lei 9.782, de janeiro de 1999). As industrias farmacéuticas sao
inspecionadas pela agencia para certificar que todo ciclo de producéo esteja seguindo
as boas praticas de fabricacdo e garantir a comercializacdo de produtos com
qualidade e seguranca para populagéo (RDC de n° 658 de 30 de marco de 2022).

A ANVISA é o 6rgao responsével por fiscalizar as industrias farmacéuticas no
Brasil para comprovar que os medicamentos sdo produzidos com qualidade,
seguranca e eficazes. O setor de controle de qualidade é um dos alvos mais
importantes da agéncia reguladora, pois ele é o responsavel por controlar toda a etapa
do processo produtivo e certificar que os medicamentos produzidos sejam liberados
para comercializacéo ou distribuicdo com qualidade considerada satisfatoria.

Isso leva a execucdo de desenvolvimento de testes analiticos para monitorar
e comprovar que os produtos farmacéuticos atendem as especificagdes aceitaveis,
servindo de base para a avaliagdo da sua qualidade (RDC de n°® 658 de 30 de marco
de 2022.) Pensando nisso, os compéndios farmacéuticos oficiais, como por exemplo
a Farmacopeia Brasileira e a United States Pharmacopeia (USP), estabelecem
meétodos analiticos e/ ou monografias que auxiliam na determinacdo e quantificacéo
dos solventes residuais, além do estudo das exigéncias minimas para a garantia da
qualidade e seguranca dos insumos farmacéuticos e produtos acabados numa
Indastria farmacéutica (Farmacopeia Brasileira, 6°ed., 2024).

A escolha de um método analitico eficaz para realizar a identificacdo e
quantificacdo de substancias indesejadas é ideal para garantir padrées de qualidade
dos medicamentos. A elaboracdo de um guia pratico para andalises de solventes
residuais em produtos farmacéuticos € um documento bastante promissor para a
industria farmacéutica seguir no desenvolvendo métodos analiticos de acordo com as
boas praticas de fabricacao.

Varias sao as técnicas empregadas para a determinacéo e quantificacao de
impurezas nos Insumos Farmacéuticos e produto acabado numa industria
farmacéutica, para tanto a técnica de Cromatografia Gasosa é a mais sugerida pelos
compéndios farmacéuticos nacionais e internacionais para as impurezas organicas

volateis e solventes residuais, devido a eficacia e sensibilidade da técnica (Kay Jacob
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et al.,, 2021; Farmacopeia Brasileira 62 ed., 2024; USP 467, 2023; Fiorentin, 2021,
Hajipour, 2024).

As especificacbes de solventes residuais aceitdveis em produtos
farmacéuticos mundialmente reconhecidas s&o encontradas nas diretrizes do
Conselho Internacional de Harmonizacéao (ICH), que € o principal férum internacional
de Harmonizacédo e Requisitos Técnicos para Registro de Medicamentos para Uso
Humano. Esse guia recomenda o uso de solventes com a toxicidade reduzida, além
das quantidades aceitaveis de solventes residuais em produtos farmacéuticos para a
seguranca dos pacientes (ICH Q3C(R8),2022).

Contudo, o aumento da intoxicacdo por medicamentos no Brasil desperta
grande preocupacao dos 6rgaos reguladores quanto aos cuidados a vida dos
pacientes, sendo considerado um problema de saude publica no pais. Diante do fato,
a elaboracdo de um guia farmacéutico, baseado nas diretrizes dos 6rgaos
fiscalizadores, para a determinacdo de solventes residuais em produtos
farmacéuticos, é fundamental para promover medicamentos seguros quanto aos

niveis de toxicidade, e assim proporcionar mais protecao a saude publica no pais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Elaborar um guia com diretrizes para o desenvolvimento de método analitico
que contribua na identificacdo e quantificacdo das impurezas organicas volateis e/ou
solventes residuais em IFA e produtos farmacéuticos terminados e promover um

estudo de caso através do protocolo do IFA Dapsona.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar um levantamento bibliografico acerca das metodologias analiticas
disponiveis utilizadas para determinacdo de solventes residuais em produtos
farmacéuticos

e Elaborar um documento (guia) da garantia da qualidade com diretrizes capazes
de determinar e quantificar as impurezas organicas volateis e/ou solventes
residuais das IFA’s e dos produtos acabados produzidos no laboratério.

e Desenvolver um protocolo guiado de um método analitico, utilizando a técnica
de cromatografia gasosa, para determinar e quantificar as impurezas organicas

volateis do IFA dapsona, como estudo de caso.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 TOXICIDADE DE MEDICAMENTOS

Diversas séo as formas de intoxica¢do por medicamentos que causam danos
aos usuarios, inclusive até a morte. A automedicacao intencional ou acidental, o uso
abusivo, erros de dosagens, terapia inadequada, além facilidade de aquisicdo de
medicamentos no pais sdo habitos bastantes comuns entre os brasileiros sendo mais
um caso de problemas de saude publica no Brasil (DUARTE et al., 2021).

De acordo com a ANVISA, também é possivel ocorrer a intoxicacao
medicamentosa através de eventos adversos por conta dos desvios da qualidade,
surgimento de produtos de degradacdo, impurezas e solventes residuais. Isso é
proveniente do processo produtivo de fabricacdo, que torna cada vez mais exigentes
o monitoramento dessas substancias pelas agéncias regulatérias a fim reduzir os
riscos causados por essas substancias (ANVISA, 2019; de Andrade et.al.,2024)

Os medicamentos irregulares podem expor aos pacientes danos e ameaca a
saude, e o desvio da qualidade do processo de fabricacdo € um dos fatores que
contribui na irregularidade desses produtos. Segundo a ANVISA, os produtos com
desvio de qualidade apresentam alteracbes na sua formulacdo, além das
concentracbes inadequadas de algumas substancias formadas durante a sintese
(ANVISA, 2019).

De acordo com a RDC N° 753, de 28 de setembro de 2022, para a concessao
de registro de um medicamento é necessario que o fabricante comprove a garantia da
qualidade, a seguranca e a sua eficacia. Para que isso ocorra, é frequente a procura
de estratégias para identificar e monitorar as impurezas com o objetivo de evitar
penalidades severas, como o cancelamento do registro e a apreensdo do produto
RDC N° 753, de 28 de setembro de 2022).

Dessa forma, as indastrias farmacéuticas procuram colocar em pratica o plano
de gerenciamento de riscos (PGR) e relatério periddico de avaliacdo de beneficio-
risco (RPBR) das boas praticas de fabricacdo atuando desde do controle de
armazenamento de matéria-prima e excipientes até todo processo fabril, com
instalacdes adequadas, monitoramento de todas as etapas até a comercializacdo do

produto, a fim de produzir medicamentos que cumpram com os termos de termos de
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seguranca eficacia e qualidade (FERRO,2010; ICH Q9,2005; RDC N° 406, DE 22 DE
JULHO DE 2020).

3.2 ORGAOS REGULAMENTADORES

Existem manuais de orientacdo farmacéutica no mundo que promovem
avaliagdo das impurezas em produtos farmacéuticos, insumos farmacéuticos ativos
(IFAs), matérias-primas e intermedidrios. Porém, os mais utilizados sédo a
Farmacopeia dos Estados Unidos (USP), a Farmacopeia Brasileira, a Farmacopeia
Europeia (UE), Food and Drug Administration (FDA), a Diretriz da Agéncia Europeia
de Medicamentos (EMA) e a Diretriz do Conselho Internacional para Harmonizagéo
de Requisitos Técnicos para Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH)
(Santos, 2013) (ANVISA, 2022).

No cenario nacional, a ANVISA possui a farmacopeia brasileira como manual
importante e completo quanto as exigéncias minimas de qualidade, autenticidade,
seguranca e pureza dos insumos farmacéuticos e medicamentos. Suas diretrizes
convergem com o desenvolvimento cientifico e tecnologico e as necessidades do
Sistema Unico de Saude do pais (Farmacopeia Brasileira, 6°ed).

A elaboracdo do capitulo da determinacdo de solventes residuais das
farmacopeias brasileira e americana é baseada nas diretrizes ICH de acordo com a
classificacdo desses compostos quanto ao risco a saude humana. O capitulo possui
um meétodo analitico genérico que é capaz de determinar essas impurezas por
cromatografia gasosa de materiais sollveis e insoliveis em agua (Farmacopeia

Brasileira 6°d).

3.21 ICH

International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH), que em portugués significa Conselho
Internacional de Harmonizacéo de Requisitos Técnicos para Produtos Farmacéuticos
de Uso Humano é um forum mundial que retne agéncias reguladoras e associacdes
de industrias farmacéuticas de varios paises para uniformizar critérios de aprovacao
dos medicamentos (ANVISA, 2018).
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No Brasil, as industrias farmacéuticas consultam a Farmacopeia Brasileira,
compéndios oficiais farmacopeias de outros paises e as diretrizes do ICH para
estabelecer a base para iniciar um desenvolvimento de métodos analiticos capaz de
determinar as impurezas dos medicamentos. O monitoramento dessas substancias é
crucial para garantir as exigéncias minimas de qualidade, autenticidade e pureza de
insumos farmacéuticos, de medicamentos e de outros produtos sujeitos a vigilancia
sanitaria (ICH Q3A(R2), 2006).

A diretriz ICH Q3A(R2) estabelece orientacbes para o registro de novos
medicamentos e a qualificacdo das impurezas em novas substancias
medicamentosas que sdo produzidas durante a sua rota de sintese e ainda nao
possuem registro. Além dessa, outras sdo importantes para as industrias como a ICH
Q3D(R1), que estabelece avaliagbes e controle de impurezas elementares em
medicamentos, e a ICH Q3A(R8) que estabelece recomendacdes da quantidade
aceitavel de impurezas, do tipo solventes residuais, durante a producdo de
medicamentos. Juntas sdo documentos importantes na constru¢cdo de métodos
analiticos essenciais para o setor de controle de qualidade ((ICH Q3A(R2), 2006;(ICH
Q3D(R1),2019); (ICH Q3C(R8),2020)) .

De acordo com a diretriz ICH Q3A(R8), os solventes organicos utilizados na
fabricacdo de produtos farmacéuticos sdo impurezas organicas volateis sem nenhum
efeito terapéutico, porém bastante importante na fabricacdo desses produtos. Para
atender as boas préticas de fabricacdo dos medicamentos, 0s solventes precisam ser
monitorados por procedimentos harmonizados que determinem niveis aceitaveis e
confiaveis de solventes residuais de acordo com ICH Q2(R1) sobre validacdo de
procedimentos analiticos (ICH Q2(R1), 2005).

3.2.2 Impurezas

As impurezas farmacéuticas nao possuem nenhum beneficio terapéutico e
causam riscos quando as suas concentracdes estdo em niveis acima do limite
permitido. O conhecimento de sua origem, composic¢éo, classificacdo, metodologias
que as identifique e monitore s&o primordiais para preservacdo de toda a sua
qualidade durante o ciclo de vida do produto (Machado, 2011).

De acordo com a diretriz do ICH Q2(R1), garantir a qualidade dos produtos

farmacéuticos é desenvolver uma investigacdo detalhada do produto através de
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meétodos analiticos validados que demonstrem a sua capacidade de selecionar
inequivocamente as impurezas presencas na amostra de outros componentes (ICH
Q2(R1), 2005).

O método seletivo para impurezas deve ocorrer adicionando concentracées
conhecidas dos solventes na amostra, sem que 0s mesmos interferem nos resultados,
ou através de comparacdes de resultados dos testes de amostras contendo impurezas
ou produtos de degradacdo com um segundo procedimento bem caracterizado
(Machado, 2020; RDC de n° 166, de 24 de julho de 2017).

3.2.2.1 Impurezas Inorganicas

As impurezas inorganicas sao substancias resultantes de um processo de
fabricacdo na adicdo de reagentes, ligantes e catalisadores, metais pesados e/ou
residuais, sais inorganicos, além de outros materiais (ICH Q3A(R2), 2006).

A presenca de metais pesados como chumbo, cadmio, mercuario e arsénico
tem sido observada em produtos farmacéuticos de origem natural cuja a principal
suspeita € de contaminacdo a deposicdo desses metais no solo, contaminacédo da
agua, envenenamento por fertilizantes e pesticidas (Aleluia et al.,2023). Em
contrapartida, esses medicamentos sao bastantes utilizados devido a promessas de
provocar menos danos e intoxicagdo aos organismos do que 0s sintéticos.
(Maziero,2023; Colangelo,2023)

Esses por sua vez, sdo contaminados por metais pesados por meio de
deposicdo de catalisadores, contaminacdo de agua, impurezas de vidro, matérias-
primas e excipientes contaminados, bem como processos de fabricagéo
descontrolados. A exposicao por metais pesados pode ocasionar sequelas adversas
para a saude associadas a bioacumulacdo de metais e metaloides (Aleluia et
al.,2023).

As impurezas inorganicas sao detectadas e quantificadas através de métodos
fisico-quimicos farmacopeicos, além dos critérios de aceitacdo e dos dados de
seguranca. As técnicas analiticas aplicadas para a avaliagdo dos elementos
inorganicos em medicamentos vao desde espectrofotométrica e absorgdo atbmica até
espectrometria de massa, que podem ser acopladas a outros instrumentos para
melhorar a qualidade da analise. A mais utilizada numa rotina industrial é a

by

espectroscopia devido a alta sensibilidade, limites de deteccdo e quantificacdo
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satisfatorios ((ICH Q3A(R2), 2006); Aleluia et al.,2023; Maziero, 2023; Colangelo,
2023).

3.2.2.2 Impurezas Orgéanicas

Também chamadas de substancias relacionadas, s&o substéancias
provenientes de uma rota de sintese de uma matéria prima e/ou excipiente, da
estabilidade e fase de armazenamento do farmaco. Elas sdo classificadas como
volateis ou nédo volateis, conhecidas ou desconhecidas, sendo provenientes reagentes
de partida e/ou intermediarios, produtos secundarios e/ou degradacao ((ICH Q3A(R2),
2006); MACHADO,2020).

Os fabricantes devem informar as impurezas orgéanicas reais e/ou as
possiveis de surgir durante a sintese, purificacdo e armazenamento da nova
substancia medicamentosa. O laudo deve informar quais sdo as reacfes quimicas
envolvidas na sintese, impurezas associadas as matérias-primas, bem como
possiveis produtos de degradacdo. Além dessas informacdes, também é preciso
informar os estudos laboratoriais realizados para detectar impurezas na nova
substancia medicamentosa (ICH Q3A(R2),2006; Farmacopeia Brasileira 6°ed, 2024;
USP 467, 2023).

De acordo com a RDC N° 53, de 4 de Dezembro de 2015, os produtos de
degradacdo sdo impurezas que surgem de alteracbes quimicas provenientes de
armazenamento inadequado de farmacos, logo para fins de controle de produtos de
degradacédo dos produtos especificados no artigo 1°:

Deverdo ser adotados testes especificos, quando existentes. Diante
da inexisténcia de testes especificos, deve ser garantido o controle daqueles
produtos de degradacado que apresentem relevante toxicidade ou que gerem

ineficacia terapéutica.
Um exemplo de pico de etanol como produtos de degradagdo nos
revestimentos dos comprimidos de Succinato de Metoprolol pode ser evidenciado na

figura 1:
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Figura 1 — Pico de impureza orgéanica de etanol em Succinato de Metoprolol.
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Fonte: Vissotto, 2023
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3.2.2.3 Solventes Residuais

De acordo com os compéndios farmacéuticos, os solventes residuais
encontrados nos produtos farmacéuticos sdo substancias quimicas organicas volateis
produzidas durante o uso solventes organicos na fabricacdo de insumos
farmacéuticos ativos ou excipientes, e/ou preparacdo de produtos acabados. Esses
compostos, na maioria das vezes, sdo parcialmente eliminados do produto final
(Farmacopeia 6°d., 2024; USP 467, 2023; ICH Q3(R8), 2022).

Os solventes organicos muitas vezes sao elementos criticos no processo
produtivo de produtos farmacéuticos, uma vez que eles conseguem aumentar o
rendimento ou determinar caracteristicas como forma cristalina, pureza e solubilidade
de um farmaco. Porém, os fabricantes precisam controlar e monitorar a dosagem
dessas substancias para evitar desvio da qualidade, e possivelmente uma intoxicacao
por medicamentos (Zou et al, 2023; USP 467, 2023; Hajipour, 2024).

A farmacopeia Brasileira e USP estabelecem as quantidades aceitaveis de
solventes residuais em produtos farmacéuticos para a seguranca dos pacientes
baseados nas diretrizes do ICH. Ao mesmo tempo, traz direcionamentos importantes
para o desenvolvimento de métodos analiticos, que sdo capazes de identificar e
qualificar essas substancias. Entretanto, a execu¢do do método precisa ser adequada
as caracteristicas e estruturas quimicas do farmaco, devido ao surgimento de
diferentes solventes no mesmo IFA e/ou produto acabado de acordo com as rotas de
sintese de cada fabricante. Nesse contexto, 0 método analitico precisa ser validado
para demonstrar conformidade com os limites definidos (Farmacopeia Brasileira 6°d.,
2024; USP 467, 2023; ICH Q3A(RS8), 2022).
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Em exemplo dos Picos dos padrfes de trabalhos e branco utilizando o método
genérico HSGC-FID desenvolvido para a separacao de 27 solventes residuais podem

ser vistos na figura 2:

Figura 2 — Picos dos padr&es de trabalhos e branco utilizando o método genérico HSGC-FID
desenvolvido par.a a separacao de 27 solventes residuais.
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Fonte: Zou et al,2023.

Os solventes residuais séo classificados de acordo com a Farmacéutica
Brasileira, USP e ICH em classes do tipo 1, 2 e 3. Essa classificacdo vai de acordo
com a avaliagdo de risco que apresentam a saude humana. Os compéndios
farmacéuticos recomendam a utilizacdo de solventes menos téxicos para a saude
humana e os seus limites de aceitacdo (Farmacopeia Brasileira 6°ed., 2024; USP 467,
2023; ICH Q3A(R8),2022; Zou et al, 2023; Fiorentin, 2021, Hajipour, 2024). Eles séo
aceitaveis numa ingestao de dose maxima admissivel em produtos farmacéuticos que
€ expressa por exposicao diaria permitida (EDP) (Farmacopeia Brasileira, 6°ed., 2024;
USP 467, 2023; ICH Q3A(R8), 2022).

Em exemplo das classes de solventes residuais organicos e sua avaliacdo de

risco podem ser evidéncias no quadro a seguir:
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Quadro 1 — Classe de solventes residuais organicos e sua avaliacédo de risco.
Classe de solvente

residual Avaliagao
Solventes que devem ser evitados:
o Substancias conhecidas como carcinogénicas para
0s seres humanos;
Classe 1

o Substancias seriamente suspeitas de serem
carcinogénicas para os seres humanos;
° Substancias que representam riscos ambientais;
Solventes que devem ser limitados:

o Substancias carcinogénicas nao genotoxicas em
animais, ou possiveis agentes causadores de outras
Classe 2 toxicidades irreversiveis, tais como neurotoxicidade ou

teratogenicidade.
o Solventes suspeitos de causar outros efeitos toxicos
significativos, mas reversiveis.
Solventes com baixo potencial toxico:

o Solventes de baixo potencial tbxico para os seres
Classe 3 humanos; ndo é necessario um limite de exposi¢cdo com
base no risco para a saude. Estes solventes tém um EDP

de 50 mg ou mais por dia.
Fonte: Farmacopeia Brasileira 6°ed.

Os solventes residuais da classe 1 sdo os que precisam ser evitados na
fabricacéo de IFA, excipientes ou produtos acabados, devido a alta toxicidade e aos
efeitos ambientais nocivos desses compostos. Entretanto, essa classe de solventes
quando utilizada na fabricacdo do farmaco devido a sua inevitabilidade no processo
produtivo, precisa ser fortemente justificado como vantagem terapéutica numa
avaliacao risco-beneficio (Farmacopeia brasileira 6°d., 2024; USP 467, 2023; ICH
ICH Q3A(RS8), 2022).

O quadro 2 é um exemplo dos solventes residuais de classe 1, limites de

concentracdo em ppm e grau de risco que pode ser evidenciado a seguir:

Quadro 2 — Solventes residuais de classe 1, limites de concentragdo em ppm e grau de risco.

Solventes Limite de concentracao Motivo
(ppm)
Benzeno 2 Carcinogénico
Tetracloreto de 4 ToOxico e apresenta risco
Carbono ao meio ambiente
1,2 Dicloroetano 5 Toxico
1,1 Dicloroeteno 8 Toxico
1,1,1- Tricloroetano 1500 Apresenta 1SCo a0 Melo
ambiente

Fonte: Farmacopeia Brasileira 6 ed.
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Os solventes da classe 2 possuem um limite de exposi¢cdo, quanto a sua
toxicidade inerente a substancia. A concentracdo desses solventes residuais no IFA
e/ou produto acabado precisa ser calculado de acordo com a exposi¢do diaria
permitida de aproximadamente 0,1mg e uma concentragdo com precisédo de 10 ppm,
assumindo um peso de produto de 10 g, administrado diariamente. Existem duas
opcOes para calcular os limites da concentracédo de solventes residuais da classe 2

(Farmacopeia Brasileira 62 ed.,2024).

A primeira opg¢éo (1), baseia-se nos limites de concentracbes em ppm dos
solventes residuais da classe 2. Os limites sdo calculados de acordo com a equacao
da concentracdo abaixo para insumos farmacéuticos ativos, excipientes da
formulacéo e produtos acabados, quando as doses diarias ndo sdo conhecidas ou ndo
excedem 10g/dia. J& a opcao (2), € aplicada quando os produtos sdo administrados
com doses superiores a 10g/dia ou quando pelo menos um dos componentes da
formulacdo excede os limites da opcao 1. A opcéo 2 € aplicada somando a quantidade
de solventes residuais presentes nos componentes da amostra. Essa soma deve ser
menor do que as indicadas pela exposicdo diaria permitida (EPD) (ICH Q3C (R8),
2022).

Para calcular os limites da classe 2 utiliza-se a equacao abaixo:

1000ug.mL™t X EDP
dose

Concentracio (ppm) =

Onde, a exposicao diaria é expressa em mg por dia e a dose € expressa em
g por dia.

O calculo permite avaliar a concentracdo em ppm dos solventes residuais
presentes nos insumos farmacéuticos e no produto. Para tanto, € aceitavel o
monitoramento de solventes residuais nos produtos acabados através de analises
cumulativas de solventes residuais nos IFA’s e excipientes. Porém, isso s6 é permitido
quando se sabe quais sdo possiveis solventes encontrados na formulacdo. O
fabricante do medicamento, ap0s avaliacdo da opc¢édo 1 e 2, precisa certificar que
ocorreu a reducado dos niveis das impurezas organicas volateis para dar continuidade
ao processo produtivo (Farmacopeia brasileira 6 °ed.,2024; USP 467, 2023 e ICH

Q3A(RS), 2022)
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Exemplo da classe 2 de solventes residuais, os limites de concentracdo em

ppm e o grau de risco pode ser observados no quadro 3, a seguir:

Quadro 3 — Solventes residuais de classe 2, limites de concentracdo em ppm e grau de risco.

Solvente EDP (mg/dia) Limite de concentracao
(Ppm)
Acetonitrila 4,1 410
Ciclohexano 38,8 3880
Clorobenzeno 3,6 360
Cloroférmio 0,6 60
Cloreto de metileno 6,0 600
Cumeno 0,7 70
1,2-Dicloroeteno 18,7 1870
N, N-Dimetilacetamida 10,9 1090
N, N-Dimetilformamida 8,8 880
1,2-Dimetoxietano 1,0 100
1,4-Dioxano 3,8 380
Etilenoglicol 6,2 620
2-Etoxietanol 1,6 160
Formamida 2,2 220
Hexano 2,9 290
Metanol 30,0 3000
Metilbutilcetona 0,5 50
Metilciclohexano 11,8 1180
Metilisobutilcetona 45 4500
N-Metilpirrolidona 5,3 530
2-Metoxietanol 0,5 50
Nitrometano 0,5 50
Piridina 2,0 200
Sulfolano 1,6 160
Tetrahidrofurano 7,2 720
Tetralina 1,0 100
Tolueno 8,9 890
Tricloroetileno 0,8 80
Xileno 21,7 2170

Fonte: Farmacopeia Brasileira 6 ed.

As concentracfes de solventes residuais da classe 3 podem também ser
avaliados de acordo com a opgéo 1 e 2 dos compéndios oficiais farmacopeicos. Séo
permitidas concentracdes maiores, por serem considerados menos nocivos a saude
humana, quando comparados com os de classe 2 e 3. No entanto, a toxicidade inferior
dos solventes da classe 3 sdo conhecidas de forma aguda, pois ainda ndo se tem
indicios de longo prazo (Farmacopeia brasileira 6°ed., 2024, USP 467, 2023 e ICH
Q3A(R8), 2022).
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Os limites aceitos em produtos farmacéuticos sdo de 50 mg por dia ou menos,
gue correspondem a 5000 ppm ou 0,5%. A Farmacopeia Brasileira 62 ed. e USP 467
permite avaliar os solventes residuais da classe 3 por métodos inespecificos do tipo
perda por dessecacdo. Entretanto, valores que ultrapasse 5000 ppm séo aceitaveis,
porém precisa ser justificado e necessario realizar os procedimentos de identificacao,
controle e quantificacdo de solventes residuais dos compéndios oficiais (Farmacopeia
brasileira 6 © ed., 2024; USP 467, 2023; ICH Q3A(R8), 2022).

Exemplos de solventes residuais da classe 3 podem ser observados no
quadro 4, a seguir:

Quadro 4 — Solventes residuais de classe 3.

Acetato de butila Etanol
Acetato de etila Eter terc-butilmetilico
Acetato de isobutila Eter etilico
Acetato de isopropila Formiato de etila
Acetato de metila Heptano
Acetato de propila 3-Metil-1-butanol
Acetona Metiletilcetona
Acido acético 2-Metil-1-propanol
Acido férmico Pentano
Anisol 1-Pentanol
1-Butanol 1-Propanol
2-Butanol 2-Propanol
Dimetilsulfoxido Trietilamina

Fonte: Farmacopeia Brasileira 62 ed.

A farmacopeia Brasileira informa a possibilidade de outros solventes
organicos utilizados pelos fabricantes na producdo de medicamentos produzirem
solventes residuais que ainda ndo tem dados de estudos toxicolégicos adequados.

Segue a lista de outros solventes residuais sem dados toxicolégicos no quadro 5.

Quadro 5 — Qutros Solventes Residuais.

Acido tricloroacético Eter isopropilico
Acido trifluoroacético Eter de petroleo
1,1-Dietoxipropano Isoctano
1,1-Dimetoximetano Metil isopropil cetona
2,2-Dimetoxipropano Metiltetrahidrofurano

Fonte: Farmacopeia Brasileira 6 ed.

Os insumos farmacéuticos, excipientes e produtos acabados precisam ser

avaliados quanto a presenca dos solventes residuais que sdo utilizados nos processos
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de purificacédo e producdo do medicamento. De acordo com o ICH Q3A(R8), ndo ha
necessidade de determinar solventes residuais que ndo séo utilizados na producéo
de medicamentos, s6 € preciso avaliar os solventes que séo utilizados no processo
ou na purificacdo. (ICH Q3A(R8), 2022).

Além disso, é fundamental que o fabricante do produto acabado tenha
previamente informacdes referentes aos solventes utilizados durante o processo de
sintese da matéria prima e/ou dos excipientes que serdo utilizados para produzir o
farmaco, e também dos possiveis residuos existentes na formulacdo. Diante disso, €
facultativo realizar a analise para monitoramento dos solventes residuais no produto
acabado, caso 0s niveis nos insumos farmacéuticos estejam aceitaveis. Caso
contrario, o produto final precisa ser analisado para verificar a redugdo dos niveis dos
solventes residuais correspondentes até a sua quantidade aceitavel (Farmacopeia
Brasileira 6°d., 2024; USP 467, 2023 e ICH Q3A(R8), 2022).

Isso ndo se aplica no surgimento de novos residuos durante a fabricacdo do
produto acabado. Neste caso, 0 monitoramento dos solventes residuais do produto
acabado é obrigatério (Farmacopeia Brasileira 6°ed., 2024).

De acordo com os compéndios farmacéuticos, as analises de identificacao,
controle e quantificacdo de impurezas organicas, em produtos farmacéuticos, sao
realizadas pela técnica da cromatografia, em especial a cromatografia gasosa. Essa
técnica precisa de método analitico baseado nas caracteristicas do farmaco e validado
para a obtencdo de resultados confiaveis e precisos (Farmacopeia Brasileira 6°d.,
2024; USP 467, 2023 e ICH Q3A(RS8), 2022).

3.3 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO

As industrias farmacéuticas utilizam o setor de controle de qualidade para
executar as andlises que asseguram a eficacia, qualidade, seguranca e credibilidade
dos medicamentos. Para o setor, 0 método analitico € um meio de verificar se os
produtos estdo de acordo com as especificacbes farmacopeicas, atendendo os
padrées de qualidade exigidos pelos érgéos reguladores (RDC de n° 658 de 30 de
marco de 2022; Colangelo, 2023; Machado, 2020).

Na industria farmacéutica, ha casos que € necessario desenvolver métodos
analiticos de acordo com a realidade da empresa concomitantemente com os ja

validados pelos compéndios farmacéuticos para a identificacdo de principios ativos e
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impurezas. Nesses casos, ela precisa valida-lo para confirmar a sua eficacia entre os
conceitos de boas praticas de fabricacdo de medicamentos (Lencastre, 2023).

O método analitico eficaz interfere no processo de desenvolvimento, nas
etapas de producdo e na qualidade dos produtos, uma vez que é capaz de avaliar 0s
resultados de identificacdo e quantificacdo dos analitos de acordo com as
especificacdes reguladoras. Para tanto, o desenvolvimento do método analitico
envolve diversas situagdes que vao desde a escolha certa dos materiais utilizados na
andlise até o tratamento dos resultados. E fundamental um raciocinio l6gico para
elaboracdo de metodologias confidveis capazes de identificar e quantificar os
compostos organicos em produtos farmacéuticos, tendo como documento de partida
0s compéndios oficiais e guias farmacopeicos (Machado, 2020).

Em cromatografia gasosa, o desenvolvimento de uma metodologia envolve
avaliacao e otimizacado de varias etapas que ocorre diante da escolha de diluente para
materiais solGveis e insoliveis em agua, natureza da amostra, procedimento
adequando, preparo das solucfes, coluna, detector, condi¢cdes cromatograficas,
injecdo direta ou headspace, software sofisticado, entre outros parametros
(Farmacopeia Brasileira, 6%d., 2024; NASCIMENTO, et al 2018).

Como existem varias rotas de sintese de IFA’s e/ou formas diferentes de
producdo de medicamento, o método pode ser adaptado por guias, manuais e normas
concebidas por 6rgdos reguladores ou outras instituicdes competentes. Contudo, o
mesmo precisa demonstrar a sua reprodutibilidade e confiabilidade por meio de
validacéo parcial ou total baseado em regulamentacdes técnicas da ANVISA (RDC de
N° 166, de 24 de julho de 2017; Machado,2020).

Isso € bem esclarecido na RDC de N° 166, de 24 de julho de 2017, pois
quando um procedimento analitico é implementado, a comprovacao de sua eficacia e
reprodutibilidade na determinacao as impurezas organicas volateis € através de uma
validacéo total ou parcial do método. O estudo analitico precisa que os parametros e
os critérios de aceitacao sejam definidos de acordo com as caracteristicas do analito
em estudo e da natureza do método (RDC de N° 166 de 24 de julho de 2017).

Os compéndios farmacéuticos oficiais sugerem a técnica de cromatografia
gasosa com especificagbes gerais para determinacdo de solventes residuais e/ ou
impurezas organicas volateis das classes 1, 2 e 3. Essa técnica precisa de
informacOes dos solventes utilizados durante a sintese ou producdo para ser

executada com exceléncia. Caso contrario a investigagdo precisa de meios mais
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sofisticados para descobrir que tipo de impureza existe no farmaco (Farmacopeia
Brasileira 6°ed.2024; USP 467, 2023, ICH Q3A(R8) 2022).

3.4 CROMATOGRAFIA GASOSA

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica de separacéo de misturas volateis
e semivolateis entre duas fases imisciveis, na qual a fase movel € um géas de arraste
inerte que se move pela fase estacionaria, que esta por sua vez esti contida dentro
de uma coluna. Essa técnica é bastante utilizada em analises de identificacao,
guantificacdo de impurezas organicas volateis e / ou solventes residuais, além de
testes de purezas de farmacos, devido ao avanco de equipamentos sofisticados com
alta tecnologia capaz de entregar resultados sensiveis e de excelente precisdo ao
meétodo (Farmacopeia Brasileira 6°ed.,2024; Gaida et al,2023).

Basicamente, a técnica consiste num equipamento com cilindro de gas
acoplado a um controlador, um injetor, uma coluna cromatogréfica inserida num forno,
um detector e um sistema de identificacdo de dados. A amostra vaporizada e o gas
de arraste sdo injetados e encontram-se na coluna, onde todo sistema apresenta
temperatura e presséo ideais e controladas. E importante obter um caminho inerte de
amostra, estabilidade da zona térmica e a amostragem flexivel do frasco controlado
para contribuir com o desempenho confidvel do sistema (Fiorentin,2018).

Nessa fase, 0s constituintes da mistura sao separados pelo mecanismo de
adsorcdao, particdo, distribuicdo de massa ou exclusao por tamanho, e seguem para o
detector liberar um sinal analitico de acordo com a quantidade de composto presente
na amostra. O sistema de dados reconhece as informacdes e representa através de
picos cromatograficos (Vissotto, 2023).

O cromatograma € uma sequéncia de picos que vao surgindo de acordo com
o tempo de retencdo de cada composto na coluna e sua concentragdo. Cada
substancia possui o tempo de eluicdo e uma resposta do instrumento, que € medida
através da area do pico ou a altura do pico em funcdo da quantidade presente
(Farmacopeia Brasileira 6°d., 2024).

A absorcédo e a particdo sdo as principais formas de separagao de
componentes de uma mistura na técnica de cromatografia gasosa. A primeira, ocorre
por um sistema de fluido- solido, cuja fase estacionaria contém soélidos dentro da

coluna, enquanto que a segunda, o mecanismo ocorre entre fluidos, e a fase
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estacionaria contém um liquido viscoso dentro da coluna (Nascimento et al., 2018). A
figura 3 mostra as partes dos componentes da instrumentacdo de um cromatégrafo

gasosa para compreensao geral do sistema.

Figura 3 — Partes componentes da instrumentacao de um cromatdgrafo gasoso.
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Fonte: Nascimento, 2018.

O gés de arraste elui os compostos da amostra durante sua passagem na
coluna. Geralmente, os compostos que possuem mais afinidade com os componentes
da coluna sdo menos volateis, tem um tempo de retencdo maior e ficam retidos por
mais tempo na coluna. O mesmo nao acontece com 0s compostos mais volateis, pois
tem pouca afinidade com os componentes da coluna e sdo 0s primeiros a sairem no
cromatograma, devido ao seu tempo de retencdo menor (Gaida et al.,2023). A
representacdo da separacdo cromatografica, em coluna capilar, por meio de
interacOes diferenciadas entre analito e fase estacionaria pode ser observado na

figura 4 na seguir:

Figura 4 — Partes componentes da instrumentacao de um cromatdgrafo gasoso.
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Fonte: Nascimento et al., 2018.
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3.4.1 Gas de arraste

O gas de arraste é a fase movel da cromatografia gasosa e a sua funcéo é
transportar o analito vaporizado por toda a coluna, chegando até o detector sem
interferéncias possiveis. Por isso, ele precisa possuir alta pureza, ser inerte e a sua
escolha depende do tipo de coluna e detector utilizado. Existem alguns gases que
podem ser utilizados numa analise no CG, e 0s mais utilizados sdo os gases hélio,
nitrogénio e hidrogénio (Farmacopeia Brasileira 6°ed.,2024; Gaida et al.,2023; Taylor
et al.,2023). A tabela 6 representa os gases utilizados como fase movel, as suas

caracteristicas, as colunas e os detectores mais utilizados de acordo com os artigos

estudados.
Quadro 6 — Tabela dos gases utilizados na cromatografia gasosa.
Gas Caracteristicas Coluna Detector
. Caro, escasso e . FID,TDC, ECD
Hélio 30 sustentavel. Empacotadas/capilares c DEM
Hidrogénio Inflama\_/el € Capilares FID e TDC.
explosivo
. o De_n_sp € Empacotadas/Capilare | FID,TDC,ECD
Nitrogénio sensibilidade
. . < S e DEM
inferior ao hélio.

Fonte: Autoria Propria.

A eficiéncia do pico da impureza e o seu tempo de retencdo também estéo
diretamente relacionados com a qualidade do gas. Por isso, o0 hélio € o gas de arraste
mais indicado para a técnica de cromatografia gasosa devido a sua volatilidade,
inércia quimica e interferéncia minima com o sistema como todo. Outro gas bastante
utilizado em analises GC € o hidrogénio devido ao seu bom desempenho com o
detector FID e a facilidade de acesso ao gas (Taylor et al., 2023).

No entanto, devido a escassez do hélio e a inflamabilidade do hidrogénio,
atualmente estd sendo muito aceito o gas nitrogénio nas analises de cromatografia
gasosa utilizado o Flame ionization detector (FID), mesmo com a sensibilidade menor

comparado ao gas hélio. (Taylor et al., 2023).
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3.4.2 Injetor/ Amostrador

O injetor é um local de zona térmica controlada onde ocorre a entrada do
analito vaporizado ou ndo, e do gas de arraste no instrumento. O sistema
amostrador/injetor pode ser manual ou automatico, e possuem seguintes os itens:
seringa de injecao, septo, inlet liner, além de pecas consumiveis. A escolha ideal e a
manutenc¢ao perioddica dos parametros do injetor como a seringa/ agulha, temperatura,
tipo de septo, anel de vedacéo e capacidade liner € importante para a estabilidade do
sistema, além de obter uma boa reprodutibilidade e interferéncias nos resultados
(Nascimento et al.,2018). O sistema de injecdo do CG esta representado na figura 5

a sequir:

Figura 5 — Sistema de Inje¢éo do CG.
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Fonte: Nascimento et al., 2018

Em equipamentos mais modernos, existem injetores que possuem uma
valvula de split/splitless que sdo capazes de dividir ou ndo a amostra em duas fracdes
para evitar o dano nas colunas capilares e obter resultados significativos. O modo split
divide em fracdo menor, que entra na coluna, e a outra fracdo € posteriormente
descartada. JA o modo de splitless injeta a amostra vaporizada completa, sendo
utilizado em analises com volumes de amostragem menores (Farmacopeia Brasileira
62 ed.,2024).
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3.4.3 Coluna/Forno

As colunas cromatograficas sdo consideradas pecas fundamentais para a
determinacdo de substancias volateis em produtos farmacéuticos, uma vez que a
escolha certa da fase estacionaria determina a seletividade do processo de separacao
dos compostos de uma mistura. Essa seletividade depende muito das interacdes e
forcas da fase estacionaria com os componentes da amostra, como as interacdes
dipolares, ligacOes de hidrogénio e for¢cas de van der Waals (Vissotto, 2023; Gaida et
al.,2023).

A otimizacdo da separacdo dos picos e o desempenho cromatografico em
analise GC sdo mais perceptiveis quando é utilizado colunas com especificidades que
correspondem as propriedades dos compostos da amostra. Para suprir essa
necessidade, o mercado vem desenvolvendo diversas colunas preenchidas com fases
estacionarias de diferentes polaridades com a finalidade de promover a identificacéo
de solventes organicos com volatilidade variadas inclusive, semelhantes com
estruturas quimicas diferentes, sendo utilizados na fabricacdo de medicamentos
(Gaida et al.,2023).

As fases estacionarias contidas nas colunas que podem ser classificadas em
dois tipos: empacotadas e capilares. A primeira existe na versdo de colunas
preenchidas com particulas empacotadas e uniformes do material da fase
estacionaria, que proporciona um fluxo mais uniforme do eluato, favorecendo assim
um aumento da resolucdo. Geralmente, sdo confeccionadas em materiais de vidro ou
aco inox. A segunda, sdo atualmente as mais utilizadas em analises GC por ser uma
evolugédo das colunas empacotadas na producdo de equipamentos mais modernos
(Nascimento et al.,2018).

As colunas capilares possuem revestimento de fase estaciondria nas paredes
do tubo, sendo a silica fundida o material mais utilizado para o revestimento, podendo
encontrar de vidro e aco inoxidavel (Farmacopeia brasileira 6°ed). As novas colunas
capilares encontradas no mercado possuem maiores comprimentos quando
comparadas com as empacotadas, em média de 5 m a 60 m e com o diametro de 0,10
mm a 0,53 mm. A sofisticagdo dessas colunas torna elas ideais para a determinagao
de diversos solventes organicos volateis apresentando alta eficiéncia na separacao,
maior sensibilidade, melhor resolucéo e menor tempo de analise com uma quantidade

minima de amostra (Vissotto, 2023; Nascimento et al., 2018).
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A farmacopeia Brasileira e a USP 467 sugerem colunas do tipo DB-624/G43
para os testes de identificacdo de solventes residuais e a do tipo WAX/G16 para a
confirmagdo do solvente identificado, se estd ou ndo acima dos limites
regulamentados. O revestimento das primeiras colunas é composto de uma camada
silica fundida revestida com uma camada de fase de 6% cianopropil fenil - 94%
dimetilpolissiloxano. Também existem a do tipo coluna de macrocapilar revestida com
uma camada de fase 6% cianopropil fenil - 94% dimetilpolissiloxano (Farmacopeia
Brasileira 6 °ed 2024; USP 467, 2023). A figura 6 é exemplo de representacdo de

colunas capilares utilizadas em Cromatografia Gasosa.

Figura 6 — Colunas para GC Agilent J&W.

Fonte: Agilent.

O preenchimento das colunas de confirmacéo sugerida pela Farmacopeia
Brasileira é de silica fundida, revestida com uma camada de polietilenoglicol (massa
molecular aproximada de 15.000). Outra sugestdo da Farmacopeia Brasileira € a
coluna macrocapilar revestida com uma camada de fase de polietilenoglicol (massa
molecular aproximada de 15.000) (Farmacopeia Brasileira 6°ed., 2024).

As colunas utilizadas na cromatografia gasosa sdo acomodadas dentro de um
forno com sistema de alimentagcdo de temperatura e pressao. Os valores ideias
desses parametros séo definidos durante o desenvolvimento do método analitico para
obter melhor sensibilidade ao sistema e separacdo dos compostos de acordo com a
afinidade do analito e seus pontos de ebuligdo. Alguns métodos possuem rampas com
temperaturas diferentes para obter um numero maior de impurezas volatilizadas e
tempos de retencéo diferentes (Farmacopeia Brasileira 6°ed., 2024). A figura 7 € um

exemplo de coluna capilar acomodada no forno cromatografico do CG Agilent 8860.
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r acomodada no forno cromatografico.
" ANNNENENENNNNANS

Figura 7 — Coluna capila

Fonte: Autoria propria.

3.4.4 Detectores

Os detectores séo responsaveis por receber os compostos separados da
coluna, e transforma-los em sinais analiticos eletrénicos com resultados
interpretaveis. Na saida do detector, a central de tratamentos de dados identifica e
calcula quantitativamente as concentracfes das impurezas através dos dados da
altura e da &rea dos picos. Essas concentra¢cdes dependem dos parametros da corrida
e dos dados dos picos para obter cromatogramas completos (Farmacopeia Brasileira
62 ed., 2024).

Existem detectores que sdo capazes de responder a diversas moléculas
diferentes, que sdo chamados de universais, enquanto outros, sdo mais seletivos que
s6 respondem a grupos funcionais especificos. Esse tipo de detectores possuem uma
maior seletividade e intensidade de sinais analiticos comparados com 0s universais.
(Nascimento et al.,2018).

A escolha do detector depende do tipo de amostra a ser analisada e o0 objetivo
da analise (Vissotto, 2023; Farmacopeia Brasileira, 6 ° ed.). Além disso, a escolha dos
gases para combustdo é crucial na sensibilidade do detector, respeitando as
condi¢cbes operacionais e as recomendacoes do fabricante. Os mais utilizados em
fase gasosa séo o detector de ionizacao por chama (FID), detector de espectrometria
de massas (DEM), detector de captura de elétrons (ECD) e o detector de
condutividade térmica (TDC) (Aslani, 2022; Farmacopeia Brasileira 62 ed., 2024).

Os primeiros detectores utilizados na cromatografia gasosa foram os de

condutividade térmica, onde ainda sédo usados em analises de compostos H20, CO,
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CO2, H2S, SO2, NO e NO2. A técnica consiste em medir a diferenca de condutividade
técnica do gas de arraste com o analito e de um gas de arraste puro. O sinal analitico
€ medido atraves da transferéncia de calor emitido pelas moléculas dos componentes
da amostra gerado pela diferenca de condutividade térmica. Esse detector possui uma
sensibilidade menor comparado com o FID, além da queima muito frequente dos
filamentos devido a auséncia de passagem de fluxo de gas. (Nascimento et al., 2018;
ASPROMONTE, 2022)

Os detectores de espectrometria de massas sao valiosos na investigacao de
compostos desconhecidos, pois é capaz de determinar a massa molecular dos
compostos e composicdo quimica de amostras complexas, além de desconhecidas.
O sinal analitico é emitido através da ionizacdo das moléculas da amostra produzindo
um espectro de massas caracteristico do composto que sédo separados de acordo com
sua massa/carga. E um detector muito utilizado em pesquisa de compostos, alta
resolucao, de facil operacao, excelentes resultados quantitativos e qualitativos, porém
com um custo moderado e inadequado para a rotina de controle de qualidade de
medicamentos (Nascimento et al., 2018; Wang, Dandan et al. 2022).

Os detectores de captura de elétrons séo seletivos para compostos
eletronegativos, tais como clorados, fluorados ou bromado. A técnica ocorre por meio
de interacdes de espécies eletronegativas com elétrons presentes na amostra para
formar ions carregados negativamente. O sinal analitico é formado quando ocorre a
perda de elétrons, relacionado a quantidade do analito presente na amostra. Sao
bastantes utilizados para determinar compostos halogenados e grupo nitro, porém
pouca sensibilidade aos hidrocarbonetos (Farmacopeia brasileira 62 ed., 2024)

De acordo com a farmacopeia brasileira, os detectores de ionizagdo de chama
sdo os mais utilizados em analises de impurezas organicas utilizado o CG, devido a
alta sensibilidade a maioria dos compostos e também a uma ampla faixa linear, ou
seja, numa determinacdo quantitativa, ele suporta ampla faixa de concentragdes da
amostra que sado diretamente proporcionais as respostas analiticas (Farmacopeia
brasileira 62 ed., 2024; Wang, Dandan et al. 2022; Joszai et al., 2022).

A separacdo dos componentes de uma amostra ocorre através da queima do
analito em uma chama de hidrogénio e oxigénio, produzindo fons e elétrons. E
importante a utilizacao de gases com alta pureza para evitar sinais ruidos na amostra,
pois mesmo sem o analito presente na chama, ocorrera a formacao de picos com a

impurezas dos gases, e assim prejudicando o resultado da analise (Wang, Dandan et



41

al. 2022). A figura 8 € um exemplo do Detector de ionizacdo de chama (FID) utilizado

para queima do analito em cromatografia gasosa:

Figura 8 — Detector de ionizacdo de chama (FID).
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Fonte: Agilent

3.4.5 Cromatografia gasosa com headspace (HSGC)

A técnica de cromatografia gasosa utilizando o headspace é atualmente a
mais utilizada nas andlises de solventes residuais em amostras sélidas e liquidas em
industria farmacéutica. Isso se deve ao seu potencial de consumir quantidades
menores de gas de arraste, reducao do tempo de andlise, além de aumentar o tempo
de vida util da coluna (Zou et al,2023; HAJIPOUR, 2024). O headspace é uma camara
termostatizada adaptada ao cromatografo gasoso que possui um sistema de controle
de temperatura, agitacdo e pressao para promover previamente a vaporizacao de
substéancias volateis da amostra (Farmacopeia Brasileira 6°ed., 2024).

A amostra fica contida na camara por um tempo, sob temperatura, agitacao e
pressao pré-estabelecidos para que ocorra um equilibrio entre as fases contidas nos
vials. Esse equilibrio acontece quando todas as supostas substancias volateis da
amostra ja estdo na fase de gas em equilibrio com a fase sélida e/ ou liquida. Uma
aliquota da fase vaporizada € introduzida no injetor do cromatografo que entra em
contato com o gas de arraste e segue para a coluna de separagdao (CHENG, Chang
et al., 2010; Hajipour, 2024).

E uma técnica ultra-sofisticada que existem varias vantagens, dentre as mais
desejadas € a sua facilidade de extrair varios solventes de uma amostra, além de
ajudar na diluicdo de alguns materiais que sao dificilmente solubilizados em

temperaturas ambientes, como os produtos farmacéuticos. (Zou et al, 2023; CHENG,
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Chang et al., 2010; Hajipour, 2024). A figura 9 € um exemplo de uma Camara de
headspace podendo ser evidenciado o avanco nas sofisticacbes dos equipamentos

em Cromatografia Gasosa.

Figura 9 — Camara de headspace do cromatégrafo gasoso Agilent 8860.

Fonte: Autoria proépria.

3.4.6 Interpretacédo dos cromatogramas

As impurezas organicas volateis de medicamentos possuem caracteristicas
estruturais semelhantes, homogeneidade heteroatdmica e graus de saturacao
similares, que muitas vezes promovem confusdo de identificagdo molecular numa
andlise de CG. Para tanto, é fundamental avaliar em conjunto os parametros
cromatograficos para certificar da reducédo dos possiveis erros de interpretacdo das
respostas analiticas de acordo com a identificacdo correta dos picos, além da
adequacao do sistema cromatografico ao método (Farmacopeia Brasileira 6ed.,
2024).

Os cromatografos gasosos possuem saidas dos detectores com sistema de
dados que séo interligados ao software do equipamento que calculam a area e a altura
dos picos, e apresentam o0s cromatogramas completos contendo os parametros da
corrida e a identidade dos picos (Wang,Dandan et al. 2022). Os dados da analise séo
trabalhados para confirmacao de resultados fidedignos e precisos, sendo necessario

avaliar os parametros seguintes:
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3.4.6.1 Adequabilidade do sistema

A adequabilidade €é um teste importantissimo para verificacdo da
reprodutibilidade e resolucédo das analises de CG que deve estar de acordo com 0s
parametros estabelecidos para a identificacdo e quantificacdo dos compostos de uma
amostra em investigacdo. A verificacdo da adequabilidade do sistema esta
relacionada a eficiéncia do equipamento, da separacdo da coluna e a resolucao dos
picos apresentando resultados satisfatérios (RDC n° 166 de 24 de julho de 2017).

De acordo com RDC n° 166 de 24 de julho de 2017, o método analitico
destinado para a investigacdo de uma substancia precisa demonstrar a sua
adequabilidade do sistema de acordo com a resolugéo acima, logo a determinacao de
impurezas organicas volateis e/ou solventes residuais em produtos farmacéuticos é
um método compendial, e o art. 7 determina que:

Os métodos analiticos compendiais devem ter sua adequabilidade
demonstrada ao uso pretendido, nas condi¢des operacionais do laboratério, por
meio da apresentacao de um estudo de validag&o parcial.

No inicio da corrida cromatografica, é injetado cinco ou seis vezes vials
diferentes da solucdo padrdo ou de solucdes de adequabilidade especificadas em
monografias individuais. A verificacdo da adequabilidade do método é através da
avaliacdo do desvio padréo relativo da area de cada pico de solvente encontrado.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 6°ed, as condicdes de trabalho
podem ser modificadas para atingir os parametros da adequabilidade, caso sejam
necessarios. Isso implica na aceitacdo de toda analise cromatogréfica, se e somente
se, a adequabilidade do sistema apresentar resultados validos (Farmacopeia
Brasileira 6°ed., 2024)

3.4.6.2 Iindice de retencdo

E um parametro utilizado para a identificacdo de compostos diferentes com
picos de mesmo tempo de retencdo ou parecidos podendo apresentar co-eluicao
(eluicdo simultanea). E uma ferramenta que minimiza os erros de identificacdo
molecular dos componentes presentes na amostra, tendo como base a co-injecao de
padrdes auténticos e os indices de retencéo dos possiveis compostos de uma amostra
em estudo (Agilent, 2019).
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O célculo do indice de retencdo é baseado no tempo de retencdo do
componente da amostra com o tempo de retencdo de dois padrdes eluidos, antes e
apos o pico do composto de interesse (Bizzo et al., 2023). Para uma melhor definicao,
pode-se determinar o indice de retencéo e obter a confirmacgéo através de anélise com

o detector de espectro de massas (Wang, Dandan et al, 2022).

3.4.6.3 Tempo de retencao

E o tempo necessario para que o analito presente na amostra chegue ao
detector, sendo caracteristico de cada substancia, mas ndo exclusivo. O tempo de
retencdo € indicativo de identidade de cada composto que é avaliado em comparagao
com o tempo de retencao de substancia quimica de referéncia de cada analito. Porém,
isso ndo é suficiente para a caracterizacdo completa da amostra, pois existem
substancias com o mesmo tempo de retencdo, sendo necessario avaliar outros
parametros de identificacéo (Bizzo et al., 2023, Farmacopeia Brasileira 62 ed.., 2024).

O tempo de retencdo também pode ser influenciado por outros parametros
ocupacionais como a afinidade da coluna cromatografica, o tipo e fluxo do gas de
arraste, o volume da amostra, as dimensdes e temperatura da coluna, polaridade e
espessura da fase estacionaria, uso de solventes e reagentes utilizados na anélise.
Compostos com menos afinidades com a coluna possuem tempos de retengdo mais
curtos comparados com os de maior afinidade (Bizzo et al., 2023). A figura 10 ilustra

o tempo de retencao e resolucdes de picos de analitos:

Figura 10 — Tempo de reten¢éo de analitos e resolu¢des de picos.
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Fonte: Farmacopeia Brasileira 62 ed.
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3.4.6.4 Numeros de pratos tedricos

De acordo com a farmacopeia brasileira, o nimero de pratos é indicativo de
eficiéncia da coluna, que depende do tipo de amostra a ser analisada, fase movel,
temperatura e o tipo de coluna selecionada. Esse parametro corresponde a distancia
meédia que os componentes da amostra percorrem a coluna em uma distribuicdo ou
particdo da fase movel na fase estacionaria em equilibrio (Farmacopeia Brasileira
6%d., 2024)

O valor do nimero de pratos tedéricos € informativo para a analise de solventes
residuais em colunas de CG, porém a diminuicdo do valor € indicativa de baixa
eficiéncia da coluna e/ou desgaste da mesma. Os fatores que mais danificam a coluna
sdo temperaturas e pressfes inadequadas, vazao da fase moével, gas de arrastes
impuros, caracteristicas das amostras e forma de injecdes (Agilent, 2019).

Outro fator importante a ser considerado é a relacdo do numero de pratos
tedricos com o comprimento da coluna e o tempo de retencdo, sendo grandezas
diretamente proporcionais (Agilent, 2019). Isso mostra mais uma vez a importancia da
escolha de colunas ideias para analise de acordo com as caracteristicas das amostras

e dos parametros do método desenvolvido.

3.4.6.5 Resolucao de picos

A resolucao indica o grau de separacao de dois picos adjacentes de amostra.
Também é considerada outra medida indicativa de eficiéncia da coluna. O célculo da
resolucdo é baseado na altura e area dos picos dos componentes em eluicao que séo
diretamente proporcionais. Quanto maior a resolugédo entre dois picos, maior sera a
separacao e a identificacdo dos mesmos. Para a analise quantitativa, as substancias
devem estar totalmente separadas de qualquer substancia interferente (Farmacopeia
6%d., 2024).

3.4.6.6  Fator de Cauda
O fator de cauda é um parametro que indica simetria de picos, cujo valores

iguais a 1 sao caracteristicos de picos com perfeitamente simétricos. Valores acima

de 1 sao considerados assimetria dos picos, ou seja, a integracdo e precisdo se
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tornam menos confiaveis (Farmacopeia 6°ed., 2024). A figura 11 € um exemplo de

assimetria dos picos.

Figura 11 — Assimetria dos picos.

dpice do pice

| !

|
Jrante do pico | \\ cauda do pico
!

I
S — 005k

Fonte: Farmacopeia Brasileira 62 ed.

3.4.6.7 Relacédo Pico/Vale

E uma grandeza que pode ser empregada como critério de avaliacdo da
adequabilidade do sistema num ensaio de impurezas organicas volateis por
cromatografia gasosa. E uma relacdo de separacio incompleta de duas substancias
gue caracteriza um sistema em desequilibrio (Farmacopeia Brasileira 6°ed., 2024). A

relacdo de pico/ vale pode ser visualizada na figura 12 a seguir:

Figura 12 — Relagéo Pico/Vale.

Fonte: Farmacopeia Brasileira 62 ed.
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3.4.6.8 Relacédo Sinal/ Ruido

A relacdo sinal/ruido € um parametro aplicavel em procedimentos que
apresentem ruido de linha de base. E medir o quanto o pico do solvente de interesse
se destaca dos demais da linha de base, ou seja, compara os sinais medidos de
amostras com baixas concentracfes conhecidas do solvente com o0s sinais da
amostra branco, na qual o analito pode ser quantificado de forma confidvel. Uma
relacao sinal-ruido tipica é 3 ou 2:1 (ICH Q2(R1), 2005).

O capitulo de determinacédo de solventes residuais por CG da farmacopeia
brasileira e americana requer a avaliacdo desse parametro por se tratar de uma
andlise de alta sensibilidade e de interferéncias no estudo de solventes residuais em
CG, utilizado como parametro de comparacéo os solventes residuais de cada classe
com riscos de toxicidade e ambientais significativos (Farmacopeia Brasileira ed., 2024;
USP 467, 2023).

De acordo com a RDC 166 de 24 de julho de 2017, durante a validagao de
métodos analiticos instrumentais, o limite de detec¢cdo dos componentes de uma
amostra pode ser realizado através da avaliacdo do sinal ruido da linha de base,
considerando a particularidade do método analitico. A razao sinal-ruido para o limite
de deteccdo deve ser maior ou igual a 2:1. Ja no limite de quantificacdo, a relacéao
sinal/ ruido é deve ser de no minimo 10:1 (RDC 166 de 24 de julho de 2017).

3.4.6.9 Desvio Padrao Relativo /Coeficiente de Variacao

Os dados experimentais estdo sujeitos a erros e desvios que podem ser
obtidos através de preparos de soluc¢bes, erro de método e alteragbes do sistema da
técnica. Para a confiabilidade dos dados no desenvolvimento do método, os
resultados analiticos sdo avaliados de acordo com o0s parametros estatisticos de
desvio padréo relativo e intervalo de confianca para obter a reducdo do grau da
incerteza das medidas (RDC n° 166 de 24 de julho de 2017).
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3.4.6.10 Calculo do desvio padréo relativo

De acordo com a RDC n° 166 de 24 de julho de 2017, a dispersao dos
resultados € expressa pelos valores do desvio padréo relativo junto ao valor da média

das concentracdes, cuja formula é:

DPR = bp x 100
" DCM

Em que, DPR desvio padrdo relativo, DP desvio padrdo e CMD a
concentracdo média determinada.

A mesma resolucao estabelece que os critérios de aceitacdo dependem da
avaliacdo do objetivo do método em estudo, variabilidade intrinseca do método,
concentracdo de trabalho e concentracdo do analito na amostra (RDC n°® 166 de 24
de julho de 2017).

3.5 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

A metodologia analitica desenvolvida para solventes residuais pode ser
validada tanto pelas diretrizes da farmacopeia americana por meios de
recomendac¢des do documento Residual Solvents—Verification Of Compendial
Procedures And Validation Of Alternative Procedures- 1467 USP ou pelas diretrizes
da RDC 166 de 24 de julho de 2017 -ANVISA. Vale lembrar que isso serve para
validacéo de procedimentos compendiais modificados e alternativos, sendo levado em
consideracdo a adequacdo do método escolhido de acordo com as suas
recomendacdes, bem como modificacbes (RDC n° 166 de 24 de julho de 2017; USP
467,2023).

De acordo com o documento USP 1467, a validacdo de solventes residuais
em CG é para classes do tipo 1 e 2, podendo ser realizado nas outras classes, com a
execucdo de dois métodos: o teste limites e o quantitativo. Dependendo do
procedimento desenvolvido, os parametros exigidos para a validacdo do método
analitico sdo diferentes, sendo importante seguir as recomendac¢des do documento
(USP 467, 2023).
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A validacdo de meétodos analiticos qualitativos, utilizando procedimentos
compendias, sdo exigidos parametros de especificidade, limite de deteccédo e
estabilidade das solucdes. J& para quantificar os solventes residuais, todos o0s
parametros sao necessarios, exceto limite de deteccdo, linearidade, precisdo
intermediaria e robustez. Quando a escolha for para a validacdo de métodos
alternativos, os parametros de identificacdo sdo os mesmos da validacdo de métodos
utilizando procedimentos compendias, porém para teste quantitativos, sdo exigidos
todos os parametros, exceto o limite de deteccao (USP 467, 2023).

A Farmacopeia Brasileira classifica os parametros para teste ensaio limite e
guantitativo para os métodos compendiais. As exigéncias dos parametros para os dois
testes de impurezas sdo as mesmas da validacdo utilizando a farmacopeia USP 467
(Farmacopeia Brasileira 62 ed., 2024; USP 467, 2023).

Essa comparacéo pode ser observada na RDC 166 de 24 de julho de 2017,
gue determina os parametros e critérios de aceitacdo de acordo com as caracteristicas
do analito e da natureza do método. Para métodos analiticos compendiais, a validacéo
pode ser apresentada por meio de um estudo parcial avaliando os parametros de
precisao, exatidao e seletividade. J4A em casos de métodos alternativos, a validacao é
total, levando em consideracdo os parametros estabelecidos pela resolucédo e as
condicBes técnico — operacionais (RDC 166 de 24 de julho de 2017).

Em todas as analises a adequabilidade do sistema deve ser verificada para
fins de confiabilidade do método. Em testes de impurezas, todos os parametros sao
exigidos na quantificacdo, com excecao o limite de deteccédo, que este por sua vez s6

€ exigido no ensaio limite junto com a seletividade (RDC 166 de 24 de julho de 2017).

3.6 ANALISE DE SOLVENTES RESIDUAIS EM PRODUTOS FARMACEUTICOS
POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Existem muitos artigos académicos que abordam as analises de impurezas
organicas do tipo volateis por cromatografia gasosa. As pesquisas cientificas séo
importantes para iniciar um desenvolvimento de um método analitico capaz de
identificar e quantificar as substancias toxicas em medicamentos. As buscas facilitam
conhecer as principais técnicas abordadas, o melhor funcionamento do equipamento
como a escolha dos injetores, colunas, detectores, as condicbes cromatograficas,

entre outras.
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Segundo Bernardoni et al, o CG € o primeiro método de escolha, até mesmo
para amostra de matriz complexas, porque sdo equipamentos de tecnologia de ponta,
alta sensibilidade, robustez favoravel, compativel com o baixo ponto de ebulicdo dos
solventes organicos, diversidade na sofisticacdo de fase estacionéria, entre outras
qualidades (Bernardoni et al., 2019).

Um avanco tecnologico da técnica de cromatografia gasosa € o headspace
acoplado ao equipamento. E um espago capaz de volatilizar os compostos da amostra
através de temperaturas controladas num sistema fechado. Uma das vantagens é a
extracdo de solventes volateis em amostras de matrizes complexas liquidas com a
injecdo precisa e automatica no equipamento, sendo uma tecnologia ideal para o
manuseio de materiais desafiadores. Outro ponto, € a conservacao da integridade da
coluna, reduzindo o dano e com isso, obtendo resultados mais confiaveis como
melhores resolucdes e simetrias de picos (Zou et al.,2023).

Porém, nem toda vez o avanc¢o da tecnologia é traz os melhores resultados.
O método de determinacdo de nove solventes residuais de tosilato de sorafenibe,
incluindo metanol, acetonitrila, acetato de etila, tetrahidrofurano, clorobenzeno,
tolueno, acetona, diclorometano e N, N-dimetilformamida foi desenvolvido e validado
através da técnica de cromatografia gasosa com injecdo direta da amostra. Os
solventes de alto ponto de ebulicdo da amostra, quando aplicados em headspace,
promovem a perturbacdo inevitdvel de impurezas, alto nivel de ruido e baixo
quantitativo de precisdo, sendo o método de injecdo direta mais adequado que pode
compensar essa deficiéncia (Sun et al, 2021).

As elaboracfes e adaptacdes de métodos analiticos sao devido as constantes
mudancas na rota de sintese dos produtos farmacéuticos provocados pelas
frequéncias alteragcbes dos solventes organicos utilizados na fabricacdo de alguns
medicamentos. Essas alteracbes produzem matérias de matriz complexas com
dificuldades na identificagdo dos compostos indesejaveis, sendo necessario
investimento em tecnologia e pesquisas para tal finalidade (Hajipour et al., 2024).

Um ponto bastante importante na definicdo do método € a escolha da fase
movel. Para a cromatografia gasosa, o hélio é o gas de arraste recomendado pela
Farmacopeia Brasileira e a USP devido ao seu alto poder de pureza, sem alterar as
caracteristicas da amostra. Porém, existe uma grande preocupagdo com a

sustentabilidade desse gas. Ele é um recurso ndo renovavel com futuras dificuldades
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de obtencéo devido ao rapido esgotamento das reservas atuais e de alto custo para a
empresa (TAYLOR et al.,2023)

Segundo Bernardoni et al, o hidrogénio € uma alternativa de sustentabilidade
nas andlises de rotina do CG, com vantagem até na sua obtencéo a partir da eletrélise
da agua em substituicdo das instalacfes de cilindros de gas. Para além disso, a sua
velocidade linear é mais alta quando comparado com o hélio e o nitrogénio, devido a
sua menor viscosidade e a alta difusividade, reduzindo assim o tempo de analise
(Bernardoni et al.,2019).

Ja para os autores C.W. Taylor and S.A. Bowden, o hidrogénio € um gas
perigoso que pode colocar em risco a vida das pessoas do laboratério por ele possuir
caracteristicas inflaméaveis e explosivas. Logo, o método desenvolvido no artigo
utilizou o nitrogénio como fase movel em andlise de biomarcadores de lipideos fosseis
utilizando CG com o detector de espectrometria massas, mesmo o0 gas sendo menos
sensivel quando comparado com o hélio (Taylor et al., 2023).

Para o controle de etanol, 2-propanol, cloroférmio e tetrahidrofurano (THF) em
amostras de na matéria prima Indapamida foi realizada modificacdes e a validacdo da
metodologia recomendada pela farmacopeia brasileira para a determinacdo de
solventes residuais. A técnica utilizada foi a cromatografia gasosa com o detector FID
acoplado ao headspace e o hélio como fase mével, mesmo ainda sendo um gas com
baixa sustentabilidade. O artigo optou por realizar modificagcbes nas condicdes
cromatograficas para obter resultados seletivos e robustos, além da reducéo do tempo
de analise (Fiorentin, 2021).

O método para andlise de solventes residuais em amostras de radiofarmacos
PET também foi observado modificagbes nas condigcbes cromatograficas. A
metodologia foi aplicada para quantificacdo de etanol, acetona e acetonitrila,
tetrahidrofurano, dibromometano, 2-dimetilaminoetanol, -dimetilformamida e
dimetilsulféxido, além de atender a quantificacdo de residuos que ndo se enquadram
em nenhuma categoria dos 6rgéos reguladores, e que séo precursores da sintese dos
produtos. Os resultados atenderam aos requisitos do ICH, FDA e da Farmacopeia dos
Estados Unidos (USP) para deteccao e quantificacdo de solventes residuais (Joszai
et al., 2021).

Outro ponto observado no artigo, foi a importancia do enquadramento da
rampa de aquecimento na metodologia de acordo com as caracteristicas dos

solventes residuais contidos na amostra. Para afinidade dos solventes N,N -
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dimetilformamida e o dimetilsulfoxido com a coluna foi preciso de altas temperaturas
ao longo de toda a analise , 0 mesmo nao acontece com a separacado dos picos de
etanol, acetona e acetonitrila que precisam de baixas temperaturas iniciais para que
ocorra (JOszai et al., 2021).

Quando o assunto € detector para analises de solventes residuais em
medicamentos, FID € o mais recomendado pelo seu excelente desempenho na rotina
dos laboratérios, alta sensibilidade e uma ampla faixa linear de respostas analiticas.
No entanto, o FID responde exclusivamente a espécies organicas combustiveis e ndo
produz qualquer sinal para gases comuns, como dioxido de carbono, aménia e,
principalmente, agua (Kay J et al., 2021).

De acordo com Kay J et al.,2021, o método desenvolvido com o detector de
TCD acoplado ao headspace obteve sucesso em seus resultados nas andlises
simultanea da quantificacdo da agua residual em produtos farmacéuticos e de 25
solventes residuais comuns e de impurezas de pequeno peso molecular. A reducao
do tempo de andlise foi de 7,5 minutos, obtendo um melhor rendimento e reducao de
uso de reagentes (Kay J et al., 2021).

Portanto, o método cromatografico com o detector TCD pode ser uma
alternativa para a determina¢ao de compostos inorganicos e também na quantificacéo
de agua residual, em substituicdo a técnica por titulacdo de Karl Fischer e analise de
bancada, que sdo atualmente nas rotinas laboratoriais para o teor de agua residual.
(Aspromonte et al., 2022).

Para a identificacao de residuos volateis em cépsulas de gelatinas duras com
oxido de etileno também teve a sua metodologia aprimorada. De acordo com D. Wang,
A. Zhang, W. Guo et al, a metodologia foi desenvolvida para 0 monitoramento
rotineiramente dos residuos volateis nos involucros das capsulas de gelatinas pelos
fabricantes e com isso otimizar o tempo de armazenamento apos a esterilizacdo do
produto e avaliar a sua liberacdo para distribuicdo comercial (Wang Dandan et al.,
2022).

As capsulas gelatinosas quando esterilizadas com 6xido de etileno surgem na
sua composicdo os residuos volateis o proprio 0xido de etileno, 2-cloroetanol,
acetaldeido e 1,4- dioxano que sao totalmente neurotéxicos, mutagénicos e
carcinogénicos em concentracbes acima do permitido. O meétodo possui 0
acoplamento dos detectores FID e EM com a utilizac&o do nitrogénio e hélio como gas

de arraste respectivamente para identificar a completa dos residuos. Porém, o
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trabalho estabeleceu que o CG-FID como a metodologia mais eficaz na identificacédo
dos solventes (Wang Dandan et al., 2022).

Nos casos de farmacos transdérmicos ndo € diferente. A complexidade do
processo de fabricagdo provoca o surgimento de solventes residuais que influenciam
fortemente na qualidade do produto final. De acordo com Mazumder et al. 2022, os
solventes mais encontrados nas propriedades fisicas dessas apresentacdes sdo o
cloroférmio, metanol, acetona e heptano, podendo surgir outros de acordo com cada
fabricante. A metodologia aplicada € baseada nos compéndios, porém a analise foi
desenvolvida para o adesivo e ndo na adeséo e liberacdo dos farmacos, sendo,
portanto, necessario o aprimoramento do método de acordo com a matéria em analise
(Mazumder et al. 2022).

Os suplementos a base de plantas naturais também s&o alvos dos
monitoramentos das impurezas organicas durante a sua fabricacéo devido a extracao
dos ativos com solventes organicos. O consumo exagerado de fitoterapicos no Brasil
é devido a crenca na eficacia da seguranca dos produtos naturais. Segundo Vojvodi'c
et al, os solventes mais encontrados em produtos de origem natural sdo etanol,
metanol, acetona, 2- propanol, 1- propanol e 1- butanol. A metodologia desenvolvida
para a quantificacdo dessas impurezas foi também adaptada dos 6rgaos reguladores,
e diferente dos demais artigos ja mencionados com mesmos solventes (Vojvodi'c et
al.,2024).

O quadro 7 contém os artigos citados com diferentes desenvolvimentos dos
métodos analiticos para a determinacdo de impurezas organicas volateis em

medicamentos utilizando a técnica de cromatografia gasosa.



Quadro 7 — Artigos de metodologia analitica para identificacdo e quantificacdo de impurezas organicas volateis em CG.

Produto Método CG/ Gas de :
Autor/Ano analisado Farmacopeico headspace arraste Detector | Validado
Bernardoni et In _ Modificado N0 Hidrogéni EID Sim
al. 2019 pharmaceuticals 0
Fiorentin,
Anderson indapamide . : . Sim
Luiz, 2021 Modificado Sim Hélio FID
‘;?Sgglzit PET radiopharmaceuticals Modificado Injecdo Direta Hélio FID Sim
Zou et al. 2023 In pharmaceutical materials Modificado Sim Hélio FID Sim
Sun et al.2021 In Sorafenib Tosylate Modificado Injecdo Direta Nitrogénio FID Sim
KA;(I’ J;ggf et of water and in pharmaceuticals Modificado Sim Hélio TCD Sim
WANG, - .
Dandan et sterilized hard gelatin capsule Modificado Sim Hélio FID/ sim
shells DEM
al.,2022
Aspromonte et In solid pharmaceutical bulk o : N&ao FID ~
al.,2022 products Modificado Sim especifica. /ITCD Nao
Mazumder et Of transdermal drug delivery Modificado sim Hélio FID N0
al.2020 systems
VO;\IKZ)E)IIZE et Of herbal food supplements Modificado Sim Hélio DEM N&o
HA;IIPSO%IZ et In pharmaceutical materials Modificado SIM Nitrogénio FID Sim

Fonte: Proprio da autora
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4 ARTIGO 1: ELABORAGCAO DE GUIA PARA O DESENVOLVIMENTO DE
METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE SOLVENTES RESIDUAIS
POR CROMATOGRAFIA GASOSA EM IFA'S E PRODUTOS
FARMACEUTICOS

4.1 INTRODUCAO

Os solventes residuais sao considerados impurezas organicas volateis que
sao produzidas durante o uso de solventes nas etapas de um processo de sintese de
um farmaco. Essas substancias sdo importantes para a producdo de medicamentos,
porém nao tem nenhum efeito terapéutico e podem colocar em riscos a saude dos
usuarios quando as suas concentracdes estdo em desacordo com as diretrizes
(Farmacopeia Brasileira 62 ed., 2024; USP 467, 2023; ICH Q3A(R8), 2022).

Na Farmacopeia Brasileira 62 ed., possui um capitulo para determinacao de
solventes residuais em insumos farmacéuticos ativos, excipientes e produtos
farmacéuticos acabados. O método sugerido é baseado de acordo com as diretrizes
para solventes residuais do ICH Q3C(R8) que é muito semelhante a Farmacopeia
Americana 467 USP Residual Solvents.

O capitulo é dividido na classificacdo dos possiveis solventes resultantes de
um processo de purificacdo e/ou sintese de acordo com 0s seus graus de riscos.
Também ocorre classificacbes de procedimentos analiticos do tipo A, B e C, para
identificar, confirmar e depois quantificar as substancias residuais, além da subdivisédo
dos procedimentos de acordo com as caracteristicas de solubilidade dos materiais em
andlise (USP 467, 2023).

Numa industria farmacéutica, a analise de solventes residuais é importante
para avaliar a qualidade dos medicamentos (HAJIPOUR et al., 2024). No setor de
desenvolvimento e pesquisa, a busca através de estudos cientificos é frequente para
a execucao de atualizacdes e/ou novas analises para o controle de qualidade
desempenhar seu papel de certificar os produtos (Machado, 2020). Como documento
orientador farmacéutico, a Farmacopeia Brasileira ndo possui monografias individuais
para analise de solventes residuais de cada farmaco devido a diversidade de
solventes orgéanicos que podem ser utilizados nas sinteses de farmacos, sendo de
interesse a elaboracdo de um guia que contenha diretrizes para a conducao das

analises (Farmacopeia Brasileira 62 ed., 2024).
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O guia farmacéutico é um documento da qualidade que detém informacdes
fundamentais para a elaboracdo de qualquer método analitico capaz de determinar os
solventes residuais conhecidos e/ou desconhecidos em amostras do processo fabril.
Este documento é importante para fazer parte do sistema de informacdes da garantia
da qualidade que estabelece requisitos para controlar, monitorar e registrar a
qualidade dos produtos. Para tanto, o guia deve conter informacdes necessarias para
0 conhecimento e com detalhes instrutivos suficientes que facilite o entendimento em
comum (RDC n° 658 de 30 de marco de 2022).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um guia para auxiliar no
desenvolvimento de métodos analiticos para a identificacdo e quantificacdo de
impurezas volateis e/ou solventes residuais em produtos farmacéuticos. Esse guia é
baseado nos compéndios oficiais Farmacopeia Brasileira 62 ed. e USP 1467 alinhados
as Diretrizes do Conselho Internacional para Harmonizacdo de Requisitos Técnicos

para Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH).

4.2 METODOLOGIA

O guia teve como base o capitulo de Determinacdo de Solventes Residuais
da Farmacopeia Brasileira 62 ed. e o da USP 467 Residual Solvents associados as
diretrizes do ICH Q3A(RS8). Primeiramente, foi determinado as orienta¢des para definir
as especificagcbes e método de acordo com as caracteristicas e identificacbes dos
solventes residuais. O fluxograma da figura 20, serve como orientacao para a escolha
dos métodos farmacopeicos de confirmacdao, identificacdo ou quantificacdo do tipo A,
B ou C.

As solucdes e suas preparacOes foram baseadas de acordo com a
solubilidade do material em &gua, método de escolha e com as particularidades
exigidas pelos compéndios farmacéuticos. Além disso, foram definidas as orientacdes
para ajuste do gas de arraste, acomodacdo do equipamento e definicbes dos
parametros cromatograficos, como as condi¢des cromatograficas e a do headspace
gue podem atender a varios métodos de analises em cromatografia gasosa.

O guia também possui informacdes para avaliacbes dos resultados e os
critérios de aceitacdo de acordo com o método de escolha e solubilidade, além de
algumas diferencas entre as avaliacdes da Farmacopeia Brasileira e Americana. O

documento também traz um estudo para teste limite dos solventes conhecidos e uma
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orientacao para validacdo de métodos alternativos dos procedimentos de identificacéo
e gquantificacdo das classes de solventes do tipo 1 e 2 USP 467.

Apo6s o desenvolvimento do guia, foi elaborado um estudo de caso com a
elaboracdo de um protocolo de desenvolvimento de método analitico para a
determinacdo dos solventes residuais etanol, diclorometano e acetato de etila em
amostras do IFA da Dapsona. Para este estudo, foram utilizadas amostras do IFA
Dapsona, oferecido pela UFPE, e as instalacdes do LAFEPE para o desenvolvimento

dos experimentos.

4.3 RESULTADOS

Ap0s avaliacdo dos parametros criticos e essenciais a serem considerados no
desenvolvimento de um método analitico para analise de impurezas organicas volateis
e/ou solventes residuais em produtos farmacéuticos, chegou-se aos topicos e

consideragdes descritas abaixo para compor o guia.

4.3.1 Guia Para desenvolvimento de métodos analiticos para a identificacdo e
guantificacdo de impurezas volateis e/ou solventes residuais em produtos

farmacéuticos

4.3.1.1 Determinacdo da especificacdo e solventes a serem controlados na

metodologia

Para casos de impurezas ja conhecida na fabricacdo do medicamento, o Drug
master File (DMF) do fabricante do insumo farmacéutico ativo (IFA) € necessario para
verificar quais séo os solventes utilizados, e se estdo de acordo com o certificado de
analise ou se apresenta alguma particularidade a ser considerada. A maioria das
especificacdes utilizadas para solventes residuais encontra-se nas diretrizes do ICH
Q3C (R8).

As informacdes do conteudo de impurezas e/ou solventes residuais em
insumos farmacéuticos precisam ser fornecidas a equipe técnica da instituicdo para a
tomada das decisfes quanto a quantificacdo de impurezas. Essas informacoes
possibilitam definir os niveis de solventes no produto acabado a partir dos niveis

encontrados na matéria prima. Isso permite avaliar a reducéo e/ou eliminacdo dessas



58

impurezas ja no inicio do processo, deixando assim, facultativo a analise de solventes
residuais no produto final.

Caso os niveis dos solventes residuais estejam superiores aos niveis
permitidos ou o produto final seja revestido com algum solvente das classes de
impurezas, é obrigatorio realizar a identificacdo e quantificacdo nos produtos finais
para confirmar a reducdo dos mesmos ou até mesmo a sua eliminacdo. A
Farmacopeia Brasileira 62 ed. e a USP 467 descreve algumas opc¢des para a escolha

anélise no medicamento, conforme o quadro 8 a seguir:

Quadro 8 — Opcdes de escolha para determinacéo de solventes residuais em produtos
farmacéuticos.

Aceitacdo para a determinacéo de

E provavel que estejam apenas: Shae .
P g ) P solventes residuais em produto final.

Apenas Classe 3 Perda por dessecacéo inferior a 0,5%.
Apenas Classe 2 e com limite inferior da Analise acumulativa de solventes
especificacao. residuais em insumos farmacéuticos

Analise acumulativa de solventes
residuais em insumos farmacéuticos
Apenas Classe 2 e Classe 3 para classe 2 com limite abaixo da
especificacao e perda por dessecacao

inferior a 0,5% para classe 3.

Classe 2 e Classe 3 com limites

: e a Devem ser identificados e quantificados.
superiores a especificacéo

Classe 1 Devem ser identificados e quantificados.

Fonte: Farmacopeia Brasileira 62 ed.

4.3.1.2  Caélculo para a determinacdo da concentracao de trabalho

A identificacdo de impurezas organicas volateis em produtos farmacéuticos é
realizada por meio de comparacdes do pico da substancia quimica de referéncia com
0 pico da impureza da amostra em analise. Para os solventes ja conhecidos no
produto farmacéutico, pode-se utilizar substancias quimicas caracterizadas, sendo
fundamental obter relatério conclusivo de caracterizacao, incluindo as razdes técnicas
da escolha dos ensaios e os dados brutos pertinentes. Ja para a analise de impurezas

desconhecidas, os compéndios oficiais sugerem a utilizacéo de padrdes de referéncia
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USP da mistura de classe 1 e padrdes de referéncias USP da mistura A e B da classe
2. Esses padrdes sao misturas dos solventes residuais de cada classe.

O calculo realizado para obtencdo da concentragdo de trabalho de cada
solvente de interesse é realizado a partir da especificacdo do ICH em ppm de acordo
com cada classe de risco. E permitido a concentracdo em ppm de solvente residual
para 1 grama de matéria-prima e/ ou produto acabado, sendo tomada de ensaio da
amostra e sua diluicdo para calcular a concentracao de trabalho conforme a equacéao
a sequir:

ES(ug) x MA (g)
1(g) x V(ml)

Concentracao em relacao a massa =

Onde:

ES: Especificacdo do solvente residual (ug);
MA: Massa da amostra da solugédo amostra (Q);
V: Volume do Diluente em (ml)

No calculo da concentracdo € necessario utilizar a densidade do solvente de

interesse para as conversdes de medidas.

4.3.1.3 Método de identificacdo, controle e quantificacdo de solventes residuais

Os procedimentos A, B e C, disponiveis na farmacopeia brasileira 62 ed.e na
USP, sdo uteis para a identificacdo, confirmacdo e quantificacdo de impurezas
organicas volateis em insumos e produtos farmacéuticos. Esses métodos separam a
maioria dos solventes residuais das classes 1, 2 e 3. Porém, os procedimentos nao
foram validados para os solventes da classe 3. Para tanto, a utilizacdo de outros
procedimentos diferentes ou adaptacdes dos disponiveis nos compéndios deve ser
validado.

Os procedimentos A e B séo Uteis para a identificacdo e confirmacdo quando
nao se tem o conhecimento de quais 0s solventes residuais especificos estao
presentes no material em analise. Para avaliacdo dos possiveis solventes residuais
informados pelo fabricante do insumo, s6 had a necessidade de quantificar as
impurezas utilizando o procedimento de C ou métodos analiticos alternativos

validados.
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O procedimento A é o de partida para identificar os solventes residuais
desconhecidos da solucdo amostra teste. Caso o resultado da solucdo amostra
aparecer com quantidade de picos superior ou igual a solugcdo padrdo, é necessario
realizar o procedimento B para a confirmacgdo. Caso contrério, o teste sera cumprido
e ndo precisa requer a acao posterior.

Seguindo o procedimento B, caso continue com 0s picos da solucdo amostra
superiores ou igual aos da solucdo padrdo, encaminh-los para a realizacdo do
procedimento C para a quantificacdo das impurezas.

Os solventes da classe 2, formamida, 2- etoxietanol, 2-metoxietanol,
etilenoglicol, N-metilpirrolidona e sulfolano, ndo séo facilmente detectados pelo
método de identificacdo, controle e quantificacdo de solventes disponiveis nos
compéndios oficiais. Para tanto, precisam ser identificados por métodos analiticos
alternativos validados que demonstram que o mesmo é adequado para a finalidade
de identificacdo desses solventes (Farmacopeia Brasileira 6ed., 2024).

Os resultados do procedimento C precisam ser avaliados pela equipe técnica
para a tomada de decisdes de ajuste no processo produtivo. Em casos de analises
realizadas em matérias primas, as impurezas encontradas devem estar presentes em
niveis inferiores aos limites estabelecidos pelo ICH, ou seja, de acordo com a op¢ao
1 ou opcéo 2 dos compéndios oficiais. Caso cumpra, a analise no produto acabado
nao é obrigatdria para a liberacao da producédo do medicamento.

J& as analises realizadas em produto final, precisam ser avaliadas quanto a
dose diaria permitida para verificar a reducdo dos niveis dos solventes residuais
encontrados ou se estdo de acordo com a especificacdo do ICH para a aprovacao da
liberagdo do medicamento.

A farmacopeia brasileira apresenta um fluxograma do fluxo inicial para a
identificacdo e aplicacéo de testes limites para proceder corretamente a determinagao

de solventes residuais como mostra a figura 1 a seguir:



Figura 13 — Fluxograma referente a identificacdo de solventes residuais e a aplicacdo das
andlises.
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Fonte: Adaptado & Farmacopeia Brasileira 62 ed.
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4.3.1.4 Reagentes e materiais para analise

A preparagdo da amostra € uma etapa crucial no processo analitico, visto que
€ uma etapa que possui grande influéncia sobre a confiabilidade dos resultados na
andlise. E um conjunto de operacbes quimicas e/ou fisicas que transforma uma
amostragem original numa analitica para facilitar a identificacdo do analito de forma
precisa e exata. Entretanto, em algumas situacdes, a amostra tem um grau de
complexidade que precisa ser trabalhada com diferentes estratégias de vao de acordo
com a sua estrutura molecular, interacdes e caracteristicas.

O Dimetilsulfoxido é o diluente mais apropriado para realizar as analises de
identificacdo, controle e quantificacdo de impurezas volateis por cromatografia
gasosa. De acordo com a Farmacopeia Brasileira 6 ed?, os procedimentos para
materiais solUveis em agua utilizam o dimetilsulféxido e a agua para as diluicbes das
solucBes. Ja para os materiais insollveis em agua é recomendado utilizar o solvente
dimetilformamida como diluente.

Porém, o dimetilsulféxido pode ser um solvente alternativo em substituicdo a
dimetilformamida. (Farmacopeia Brasileira 62 ed.) Os materiais utilizados para analise
precisam ser calibrados devido a precisdo da técnica e de exclusividade para evitar
interpretacdes errdbneas. As amostras para leitura no cromatégrafo gasoso devem ser

coletadas do frasco de amostragem de fase gasosa de 20ml vial.

4.3.1.5 Solucdo padrdo, Solucdo adequabilidade, Solugcdo amostra, Solucao

Branco e Solucdo Amostra Contaminada

A preparacgdo das amostras para testes de impurezas organicas conhecidas,
porém ausentes ou presentes numa concentracdo inferior ao permitido, deve ser
fortificada com concentragBes conhecidas do padrdo de impurezas. J4 em casos de
impurezas desconhecidas, deve ser avaliado o ativo e a matriz da amostra com a
concentracéo correspondente ao limite de aceitacao da impureza. (RDC n° 166 de 24
de julho de 2017)

Para os procedimentos A, B e C dos materiais sollveis ou insolUveis em agua
e solventes desconhecidos, sera necessario preparar as solucoes:

OBS.: Todas as solu¢cdes devem ser preparadas em triplicatas, exceto as

solugbes padrdes de estoque de identificacdo e padréo de identificacéo.
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1- Solucéo padrao estoque da classe 1

2- Solucéo padrao classe 1;

3- Solucéo padrédo estoque da classe 2 A e B;

4- Solucéo padréo A da classe 2;

5- Solucado padrdo B da classe 2;

6- Solucdo amostra estoque;

7- Solugcado amostra;

8- Solucdo adequabilidade do sistema da classe 1.

9- Solucao Padréo estoque de identificacao;

10-Solucéo Padrao de identificacao;

11-Solugdo amostra contaminada.

No caso de solventes residuais conhecidos e/ ou informados pelos fabricantes
para métodos alternativos, sera necessario preparar as seguintes solucoes:

1- Solucéo padréo estoque do solvente conhecido;

2- Solucao padrao;

3 -Solucdo amostra estoque;

4 - Solucédo amostra;

5- Solucdo adequabilidade do sistema (Pode ser um vial da solu¢do padréo
ou outra solucéao ideal para mostrar a reprodutibilidade do sistema);

6- Solucdo amostra contaminada.

Durante as diluicdes das solucdes, a ponta da ponteira deve ser introduzida
logo abaixo da superficie do diluente para evitar que ocorra a volatilizacdo de algum
solvente em identificacdo. As andlises devem ser iniciadas com a separacdo das
vidrarias e reagentes, além de certificar validade, pureza, concentracdes e registrar
os prazos de validade. A solucdo branco, que na maioria das vezes é o diluente, é
preparada e injetada primeiro para a confirmacdo de nenhuma contaminacdo de
impureza no diluente.

Com o0 mesmo proposito, preparar as solucdes padrdes estoque da classe 1
e da mistura A e B da classe 2 respectivamente. Essas soluc¢des sao de partida para
a preparacao das solugcbes padrdes de referéncia que serdo analisadas inicialmente
no equipamento. A solugcéo adequabilidade e/ou resolugéo s&o definidas durante o
desenvolvimento do método analitico que pode ser a injecdo de 5 ou 6 vials das

solucbes padrdo ou a mesma quantidade de uma solucdo especifica.
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Essa por sua vez, € verificada criteriosamente logo no inicio da corrida, sendo
necessario avaliar os parametros de interpretacdes cromatograficas como fator de
cauda, sinal/ ruido, nimero de pratos teéricos, desvio padréo relativo e resolucdo. E
necessario injetar cinco vezes a solugéo adequabilidade do sistema de vials diferentes
para evitar a perda dos solventes volateis. Em caso de desvio padréo relativo acima
de 2, injetar uma sequéncia inicial de 6 vials da amostra de adequabilidade do sistema.

De acordo com os compéndios oficiais, para a preparagao da solugdo amostra
estoque de materiais sollveis em agua € preciso de 250mg da amostra teste, ja para
0s materiais insolUveis em agua cerca de 500 mg da amostra teste € sugerido. Para
métodos alternativos, pode utilizar o equivalente ao peso médio da amostra teste para
a massa da solugdo amostra, sendo critério de escolha da equipe técnica. E
importante verificar a identificacdo correta da amostra antes da pesagem como nome
do produto, lote e validade.

Existem substancias em medicamentos que séo de dificil solubilidade, entédo
€ necessario primeiramente reduzir o produto farmacéutico a pé fino, de modo a liberar
qualquer solvente residual que possa estar presente. Porém, a maioria dos produtos
sao soluveis em DMSO. Além disso, os procedimentos devem ser realizados com
agua livre de substancias organicas para evitar a presenca de picos que possam
interferir significativamente no cromatograma. A solu¢cdo amostra pode ser 5 vezes a
diluicdo da solugédo amostra estoque.

A Farmacopeia Brasileira 62 ed. e a USP estabelece a preparacao de solucdes
padrdes de referéncia USP de mistura de cada classe para os procedimentos A, B e
C. Contudo, para procedimentos do tipo C, onde as impurezas sdo conhecidas, pode
também utilizar o padréo de referéncia caracterizado, sendo necessario definir as
concentracbes do solvente residual de acordo com a especificacdo e preparar a
solucdo padrdo estoque contaminada, solucdo padrdo estoque, solucdo padrdo e

solugdo amostra contaminada com as solu¢gdes mencionadas anteriormente.

4.3.1.6  Verificacdo e ajuste do gas de arraste

E primordial verificar quais sdo os gases utilizados no método, e se a pressio
no mandmetro esta entre 50 e 100 psi. Os gases de arraste disponiveis sdo o hélio,
nitrogénio e hidrogénio, e a escolha sera definida durante o desenvolvimento do

método analitico. Geralmente é utilizado o nitrogénio na maioria dos protocolos do
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devido ao seu custo-beneficio, seguranca e boa sensibilidade. O gas hidrogénio e o
ar sintético sao utilizados para a combustao do detector FID.

E importante também certificar das condicbes de pureza dos cilindros dos
gases através da verificagcdo do laudo técnico do fabricante para evitar que algumas
impurezas interfiram nos resultados. Nao deixar acabar todo o conteddo do gas no
cilindro para evitar possiveis contaminacfes. Recomenda-se o controle diario da troca

dos cilindros para a manutencao da passagem de gas puro em todo sistema.

4.3.1.7 Acomodacédo do equipamento e definicdo dos parametros cromatograficos

A acomodacédo do equipamento precisa ocorrer no minimo 30 minutos antes
dos preparativos da amostra para obter um tempo suficiente de estabilidade da linha
de base. Essa estabilidade permite um condicionamento entre o sistema
cromatografico, equilibrando o injetor, a coluna e o detector as temperaturas e aos
fluxos dos gases especificados do método. O inicio da corrida cromatografica ocorre
com os sinais de liberacdo do equipamento para a andlise. Ao término da corrida,
acionar o sistema shutDown para iniciar a reducdo da temperatura e pressao do

sistema até a sua finalizacao.

4.3.1.8 Condicbes Cromatograficas do headspace

O equipamento também precisa estar apto aos parametros do headspace
para adquirir intervalos de tempos corretos entre as amostras a ser injetadas,
temperatura, pressao e outros parametros ideais que promovam a formacdo de
vapores para serem injetados. E importante sempre avaliar a estabilidade da linha de

base, pois serve como indicativo de que o sistema esta apto para sequenciar a analise.

Além das condi¢des do cromatografo gasoso, 0os parametros operacionais do
injetor de fase gasosa s&o fundamentais para a sensibilidade do sistema. Na
farmacopeia brasileira 62 ed.estdo disponiveis condicfes ideais para iniciar um
método de identificagdo e quantificacdo de solventes residuais, podendo sofrer
alteracdes conforme recomendacgdes do fabricante do instrumento, sendo necessario

e

0 cumprimento dos critérios dos meéetodos. O importante € sempre alinhar esses
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parametros do headspace ao método estabelecido para obter uma boa sensibilidade
do instrumento.

Durante a alimentacao das condi¢des do headspace, definir a temperatura da
linha de transferéncia entre as corridas para evitar a condensacao dos solventes, além
da sobreposicao de vials da sequéncia. Sugere deixar um tempo entre 5 a 7 minutos
de intervalo entre as corridas. Os parametros operacionais para o headspace estédo

no quadro 9 a seguir:

Quadro 9 — ParAmetros operacionais para o Headspace.

CARACTERISTICAS DESCRIGCAO
1 2 3
Temperatura de equilibrio/ 80 105 80
incubacéo
Tempo de equilibrio/ 60 45 45
incubagao(minutos)
Temperatura da seringa/ 80-90 105-115 80-90
loop
Temperatura ga I_|nha de 85 110 105
transferéncia
Tem_po d~e > 60 > 60 > 60
pressurizagao(s)
Volume de injecao(ml) 1 1 1

Fonte: Farmacopeia Brasileira 6°ed

4.3.1.9 Condi¢des cromatogréficas e procedimentos

As condi¢Bes cromatogréficas precisam ser definidas de modo a apresentar
cromatogramas com picos simétricos, de boa resolucéo, alta sensibilidade e precisao
ao método. Os compéndios oficiais sugerem parametros que diferem quanto a
amostras sollveis e insollveis em agua tanto aos procedimentos A, B e C. Os
sistemas cromatograficos podem ser modificados de acordo com o fabricante do
equipamento, e também durante o desenvolvimento do meétodo para otimizar a

sensibilidade da técnica.
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4.3.1.10 Materiais solGveis em agua

4.3.1.10.1 Procedimento A: Serve para identificar solventes desconhecidos,

presentes ou nao na amostra.

Para o procedimento A, preparar as solucdes de padréo estoque classe 1
solugédo padréao estoque da classe 2 mistura A e da mistura B, solu¢cbes padrao da
classe 1, solucdo padrao classe 2 mistura A e mistura B, solucdo amostra estoque,
solucdo amostra e solucdo de adequabilidade do sistema da classe 1. O
dimetilsulféxido serd somente utilizado para preparar a primeira diluicdo da solugéo
padrdo estoque da classe 1. As demais diluicbes devem-se utilizar a &agua
ultrapurificada como meio de dilui¢éo.

As preparacdes das solucdes estoque dos padrdes da classe 1 e da classe 2
podem ser preparadas utilizando os padrdes mix ou individuais de referéncia USP de
cada classe ou os padrdes de solventes caracterizados. Vale ressaltar que, o ideal é
utilizar o mix de padrées USP sugeridos pelas farmacopeias nas analises de materiais
com solventes desconhecidos.

As solucdes padrdes classe 1, padréo classe 2 da mistura A e mistura B,
solugdo amostra e solugdo de adequabilidade sé&o preparadas diretamente no vial.
Todas as preparacdes e diluicdes do procedimento A sdo demonstradas na figura 2 a

sequir:
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Figura 14 - llustracdo da preparacdo das Solucdes Padrédo Estoque Classe
1 e Padrdo Classe 1 para analises em materiais sollveis em
agua.

« Solucdo Padréao Estoque da classe 1 e Solugdo Padréao Classe 1:

1 ml da mistura padrao de referéncia dod solventes residuais da classe 1

t S

/_\f /_\/ q Padréo Classe 1

ﬂ A AL

100ml 100m| 100m| 5ml de agua ultra-
purificada

9ml de dimetilsulfoxido Padréo Estoque

Classe 1

Fonte: Préprio da autora.

As preparacfes das solucBes padrdo estoque da classe 2 mistura A e B e
solucéo padrdo da classe 2 mistura A e B, pode ser utilizados os padrdes referéncia
USP mistura A e B, isso quando ndo tem conhecimento dos solventes residuais
contidos na amostra, ou padrdes referéncia USP de cada solventes individualizados
da classe 2, quando ja tem conhecimento dos solventes residuais presentes na

amostra em analise conforme a figura 3 a seguir:
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Figura 15 — llustracao da preparacao das Solucdes Padrao Estoque da Classe
2 Mistura (A e B) e Solugéo Padrdo da Classe 2 Mistura (A e B)
para analises em materiais solUveis em agua.

« Solugao Padrao Estoque da classe 2 e Solugao Padrao A e B da

Classe 2:
1ml
-
Padrdo A Estoque da Classe 2 i Padrédo A Classe 2
1 ml da mistura A padrio de J | ‘ | ’
l referéncia Classe 2 ( =
5ml de agua ultra-

purificada

1 ml da mistura B padrao de

Sml
referéncia Classe 2 /\ m
— ) Padrio B Classe 2
100ml Padrédo B Estoque da Classe 2 ( \\\/

|
=)
1ml de agua ultra-
purificada

Fonte: Préprio da autora.

A solucéo de adequabilidade do sistema da classe 1 deve ser preparada
utilizando a solucéo padréo estoque da classe 1 e a solugdo amostra estoque. Esta
por sua vez, deve conter uma concentracdo inicial de 10g/l para obter uma solucéo
amostra de concentragdo final de aproximadamente 8,33 mg/ml, conforme a figura 4

a sequir:



Figura 16 — llustracdo da preparacédo das Solucbes Amostra Estoque, Solucdo
Amostra e Solugdo Adequabilidade do sistema da classe 1 para
analises em materiais sollveis em agua.

- Solugdo Amostra Estoque, Solugdo estoque e Solucdo
adequabilidade do Sistema da Classe 1:

250mg da Amostra em 5 ml da Solugéo
analise Amostra Estoque +

1ml Solugéo Padrao
Estoque Classe 1
5ml

C;% (_—
|| | (N |
\ S Lo
1ml de agua ultra-
25ml purificada
Solugao

Solugdo Amostra Solucdo Amostra Adequ.abilldade do
Estoque Sistema

Fonte: Préprio da autora.

As condi¢des cromatograficas para o procedimento A para amostras

sollveis em agua estédo descritas conforme o quadro 10 a seguir:
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Quadro 10 — Procedimento A - Condicdes cromatograficas para amostras sollveis em agua.

CARACTERISTICAS

DESCRICAO

Técnica Cromatografia Gasosa
Detector FID

DB-640 (0,32mm x 30m x 1,8um ou
Coluna

0,53mm x 30m x 3 pm)

Gas de arraste

Nitrogénio/Hélio

Velocidade linear 35 cm/s
Sistema de injecao Headspace
Split CG (1:5)
Tempo de andlise 60 min
Temperatura do injetor 140°C
Temperatura do detector 250°C

Fonte: Farmacopeia Brasileira 62 ed.

As caracteristicas da rampa de aquecimento para o procedimento A para

amostras soluveis em 4gua estdo descritas conforme o quadro 11 a seguir:

Quadro 11 — Procedimento A - Rampa de aquecimento.

Temperatura Temperatura Temperatura final | Tempo de espera
Inicial (°) rampa (°/min) ®) (min)
40°C 0°C 40°C 20
40°C 10°C 240°C -
240°C 0 240°C 20

Fonte: Farmacopeia Brasileira 62 ed.
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Ensaio

A corrida cromatografica deve iniciar com a sequéncia de solu¢cédo padrdo da
classe 1, solucdo de adequabilidade do sistema classe 1 e a solucdo padréo A da
classe 2 para verificacdo da adequabilidade do sistema de acordo com a avaliacdo da
relacdo sinal/ruido dos picos, resolucbes e os desvios padrdo relativo. Apos
confirmagéo que o sistema cromatogréafico se encontra apto para analise, inicia-se a
segunda corrida com a sequéncia de solugéo padrao da classe 1, solugao padrédo A
da classe 2, solucdo padrédo B da classe 2 e solucdo amostra. Registrar os

cromatogramas e medir as respostas dos picos principais.

Avaliagao

Os requisitos para avaliagdo da adequabilidade do sistema do procedimento
A das Solucao padrdo da classe 1, a solucdo de adequabilidade do sistema classe 1
e a solucdo padrdo A da classe 2, constitui que a relagdo sinal/ruido do pico 1,1,1-
tricloroetano, na solucéo padrao da classe 1, € de no minimo 5, a relacéo sinal/ruido
de cada pico, na solucédo adequabilidade do sistema da classe 1, € de ho minimo 3 e
a resolucdo R entre os picos de acetonitrila e cloreto de metileno, na solucéo A da

classe 2, é de no minimo 1.

Critérios de aceitacéo

Para cumprir com os requisitos do procedimento A ndo deve haver na amostra
teste quaisquer picos diferente do pico 1,1,1- tricloroetano que sejam maiores ou igual
ao correspondente da solucao padréo da classe 1, ou respostas maiores de quaisquer
picos obtido da solugdo padrdo da classe 2 (A e B). Também, ndo deve conter
respostas do pico 1,1,1- tricloroetano maior ou igual a 150 vezes a resposta do pico
1,1,1- tricloroetano correspondente da solucdo padréo da classe 1. Caso sejam
observadas respostas contrarias aos requisitos acima, deve-se proceder o
procedimento B para confirmagéo do pico.

Apo6s execucao do procedimento B, a amostra cumpre com o procedimento A
quando néo for detectado nenhum pico diferente dos critérios de aceitagdo expostos.
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4.3.1.10.2 Procedimento B: Serve para conferir os solventes presentes na amostra.

Para o procedimento B, preparar as solu¢des de padrao estoque classe 1,

solugcédo padrao estoque da classe 2 Mistura (A e B), solugcbes padrao da classe 1,

solucéo padréo classe 2 Mistura (A e B), solucdo amostra estoque, solucdo amostra
e solucédo adequabilidade do Sistema da Classe 1, conforme o procedimento A.

As condi¢des cromatograficas para o procedimento B para amostras sollveis

em agua estdo descritas conforme a o quadro 12 a seguir:

Quadro 12 — Procedimento B - Condicdes cromatograficas para amostras sollveis em agua.

CARACTERISTICAS DESCRIGCAO
Técnica Cromatografia Gasosa
Detector FID
Coluna DB-WAX(0,32mm x 30m x 0,25um ou

0,53mm x 30m x 0,25 pm)
Gas de arraste Nitrogénio/Hélio
Velocidade linear 35 cm/s
Sistema de injecao Headspace
Split CG (1:5)
Tempo de andlise 60 min
Temperatura do injetor 140°C
Temperatura do detector 250°C

Fonte: Farmacopeia Brasileira 62 ed.

As caracteristicas da rampa de aquecimento para o procedimento B para

amostras soluveis em agua estéo descritas conforme a tabela 5 a seguir:
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Quadro 13 — Procedimento B - Rampa de aguecimento.

Temperatura Temperatura Temperatura final | Tempo de espera
Inicial (°) rampa (°/min) °) (min)
50°C 0°C 50°C 20
50°C 6°C 165°C -
165°C 0 165°C 20°C
Fonte: Farmacopeia Brasileira 62 ed.
Ensaio

A corrida cromatografica deve iniciar com a sequéncia de solu¢cdo padrao da
classe 1 e solucdo de adequabilidade do sistema classe 1 para verificacdo da
estabilidade do sistema, de acordo com a avaliacdo da relacao sinal/ruido dos picos,
resolucbes e o0s desvios padrdo relativo. Apds confirmacdo que o sistema
cromatografico se encontra apto para analise, inicia-se a segunda corrida com uma
sequéncia de solugcédo padrao da classe 1, solucéo padrao A da classe 2, solucao
padrdao B da classe 2 e da solugdo amostra. Registrar os cromatogramas e medir as

respostas dos picos principais.

Avaliacao

Os requisitos para avaliacdo da adequabilidade do sistema do procedimento
B das Solucéo padrao da classe 1 e a solucédo de adequabilidade do sistema classe
1, constitui que a relacado sinal/ruido do pico benzeno, na solu¢éo padrao da classe 1,
€ de no minimo 5, a relacao sinal/ruido de cada pico, na solucao adequabilidade do
sistema da classe 1, é de no minimo 3 e a resolucdo R entre os picos acetonitrila e

cis-dicloroeteno na mistura de Classe 2 da solucéo padrdo A é no minimo 1,0.
Critérios de Aceitacao
Caso as respostas dos picos identificados na solugdo amostra do

procedimento A, forem iguais ou maiores que as dos picos correspondentes obtidos

na solucéo padrao da classe 1 ou em qualquer uma das duas solucdes padréo da
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classe 2 mistura (A e B), deve seguir com o procedimento C para quantificar os
analitos. Caso contrario, se ndo for detectado nenhum pico dentro dos critérios

estabelecidos acima, a amostra cumpre com 0s requisitos deste ensaio.

4.3.1.10.3 Procedimento C: Serve para quantificar os solventes presentes na

amostra.

A solucédo padréo do procedimento C pode ser preparada com Substancias
Quimicas de Referéncia USP de cada pico identificado e confirmado ou com
Substancia Quimica de Referéncia Caracterizada, desde que apresente o laudo de
caracterizacdo. O sistema cromatografico do procedimento C € o mesmo do
procedimento A, porém o procedimento B pode ser realizado contanto que as suas
respostas sejam melhores quando comparadas com o procedimento A, sendo
necessario a avaliacdo da equipe técnica.

O que difere na andlise quantitativa € na inclusdo de solucao padrao estoque/
solugdo padrdo para cada pico identificado e confirmado de acordo com o
procedimento A e B, além da solucdo amostra com a adicdo de uma quantidade
conhecida do analito de cada pico identificado e confirmado para analisar
guantitativamente os solventes encontrados. De acordo com a Farmacopeia Brasileira
62 ed., a corrida do procedimento C, deve conter todas as solu¢gbes mencionadas nos
procedimentos A, além das solucdes de inclusdo para analise quantitativa.

Contudo, a USP 467, ndo deixa claro a necessidade da preparacdo das
solugdes mencionadas no procedimento A, porém é claro que a solu¢cdo amostra
precisa entrar na corrida. Todas as solu¢fes incluidas no procedimento C devem
utilizar a 4gua ultrapurificada como meio de diluicdo, somente a primeira diluicdo da
solucdo padrdo estoque classe 1 que sdo adicionados aproximadamente 9 ml de
dimetilsulféxido.

Sera necessario preparar solucdes padréo estoque de cada pico identificado
e confirmado anteriormente, conforme o procedimento A e B. Os picos diferentes do
solvente 1,1,1- tricloroetano da classe 1 devem ter a primeira diluicdo preparada
conforme o procedimento A, e a segunda, deve conter uma concentracéo final de 5%
do valor limite da concentracdo em ppm de cada classe de solvente. (Quadros 10 e
11, 12 e 13).
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A solucdo amostra contaminada deve ser preparada com a adicdo de uma
quantidade conhecida de cada padrdo dos solventes residuais encontrados
anteriormente. A contaminacdo € com a solu¢éo padrao estoque na solucdo amostra
estoque, que esta por sua vez, deve ser preparada conforme o procedimento A como

mostra a figura 17 a seguir:

Figura 17 - llustracdo da preparacdo das Solucbes Padrdo Estoque, Solucdo
Padrdo e Solugcdo Amostra com uma quantidade conhecida
adicionada para quantificacao de solventes residuais para andlises

em materiais solliveis em agua.
= =

« Solugao Padrao Estoque, Solugao Padrao e Solugdo Amostra
Contaminada:

Concentracao final de 5% do limite de

concentragao em ppm de cada

VY

solvente residual identificado. _
C'— 1 5ml de solugao amostra estoque + 1
= \ 7 ml de padrdo estoque correspondente
r‘{ S / . a cada solvente residual identificad.
Tf“ -
\_ L)
Solugdo Amostra
Contaminada
1ml
cC_) Solugéo Padrio de
/ solvente residual
/ ) ..\\ identificado
Solugdo Padriao 1 ’
estoque de L f
)

solvente residual

identificado 5 ml de agua ultra-

purificada

Fonte: Proprio da autora.

Ensaio

A corrida cromatografica deve iniciar com a sequéncia de solu¢cdo padrao da
classe 1, a solucédo de adequabilidade do sistema da classe 1 e padrao da classe 2
mistura A para a verificagdo da adequabilidade do sistema de acordo com a avaliagao
da relacéo sinal/ruido dos picos, resolucbes e os desvios padrédo relativo. Apés
confirmacédo que o sistema cromatografico se encontra apto para analise, inicia-se a
segunda corrida com a sequéncia de solucdo padrdo de cada solvente, solucdo
amostra e solu¢cdo amostra contaminada. Apés o término, registrar os cromatogramas

e medir as respostas dos picos principais.

Avaliacao
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Os requisitos para avaliacdo da adequabilidade do sistema do procedimento
C das Solucéo padréo da classe 1, a solucao de adequabilidade do sistema classe 1
e a solugcéo padréao A da classe 2 sdo as mesmas do procedimento A.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 62 ed.: A relacéo sinal/ruido do pico
1,1,1-tricloroetano, na solucdo padrdo da classe 1, € de no minimo 5, a relacéo
sinal/ruido de cada pico, na solu¢do adequabilidade do sistema da classe 1, € de no
minimo 3 e a resolugdo R entre os picos de acetonitrila e cloreto de metileno, na
solucéo A da classe 2, € de no minimo 1. Na Farmacopeia Americana (USP 1467), a
relacdo sinal/ ruido serd de acordo com os parametros do procedimento A ou B
escolhido para realizar o procedimento C.

De acordo com a USP 467: Procedimento A escolhido: A relacdo sinal/ ruido
para qualquer solvente encontrado € de 10, exceto para 1,1,1-tricloroetano que € 5.
Para qualquer outro solvente da classe 1 € 3. Se houver mais de um solvente, a
resolucdo entre um pico de interesse e qualquer pico adjacente é 1,0.

Procedimento B escolhido: A relacdo sinal/ ruido para qualquer solvente
encontrado € de 10, exceto para benzeno que é 5. Para qualquer outro solvente da
classe 1 € 3. Se houver mais de um solvente, a resolucao entre um pico de interesse

e qualquer pico adjacente € 1,0.

Célculo quantitativo

Calcular a quantidade, em ppm, de cada solvente residual encontrado no

material em teste, de acordo com a equagéao a sequir:

Conc.(ppm) = 5(C/M)[rSA/(rSAC — rSA)]

Onde:
C= Concentracdo, em pug por ml, da solugcdo padréo referéncia
correspondente a solucéo padréo estoque.
M= Peso, em g, da amostra em estudo para preparar a solugdao amostra

estoque;
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rSA= Resposta do pico de cada solvente residual obtida da solucdo
amostra;
rISAC= Resposta do pico de cada solvente residual obtida da solugéo

amostra contaminada com o padréo estoque.

De acordo com a RDC de validacéo n° 166, a faixa de trabalho para analise
de determinacédo de impurezas é de até 120% da concentracao limite da especificacdo
de cada impureza individualmente. (RDC n° 166, de 24 de julho de 2017)

4.3.1.11 Materiais insolUveis em agua

Os compéndios oficiais, Farmacopeia Brasileira 62 ed. e USP 467 indicam
o diluente dimetilformamida para preparacdo das solu¢cdes em analise de materiais
insoliveis em agua. Contudo, também eles afirmam que poder utilizar o
dimetilsulféxido como reagente alternativo em substituicdo da dimetilformamida,
sendo definido pela equipe técnica.

A Farmacopeia Brasileira 62 ed. sugere a utilizacdo do gas hélio como o
gas de arraste para as analises em materiais insollveis em agua, porém a Americana
1467 deixa livre a utilizacdo dos gases hélio, nitrogénio e hidrogénio para a mesma

finalidade.

4.3.1.11.1 Procedimento A

Para o procedimento A, preparar as solucdes de padréo estoque classe 1,
solucéo padrao da classe 1, solucao padréo estoque mistura da classe 2 mistura ( A
e B), solucdo padrdo mistura A da classe 2, solucdo padrao mistura B da classe 2,
solugdo amostra estoque, solugdo amostra, solugdo adequabilidade do sistema da
classe 1.

As solucbes estoques utilizam somente o solvente dimetilformamida como
diluente. Ja para as demais, a diluicdo € diretamente no vial contendo agua purificada.
A preparacdo da solucdo amostra estoque € a mesma do procedimento A para
materiais soliveis em &agua, porém utilizando dimetilformamida para obter uma
concentracéo de 50mg/ml. A solu¢cdo amostra contém uma concentracéo final de 8,33

mg/ml.
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A preparacdo da solucdo adequabilidade do sistema é através da
homogeneizacdo da solucdo amostra estoque com a solucdo reserva da primeira
diluicdo da solucéao padréo estoque da classe 1 para obter uma concentracao inicial
de 10 v/v. Em seguida, uma concentracdo final de 1,67 v/v com agua purificada
diretamente no vial. As preparacdes das solucdes do procedimento A para amostras

insollveis em agua estao ilustradas conforme as figuras 18, 19 e 20 a seguir:

Figura 18 — llustracdo da preparacdo das SolugBes Padrdo Estoque
Classe 1 e Padrdo Classe 1 para analises em materiais
insoluveis em égua.

« Solugao Padrao estoque classe 1, Solugdo padrao classe 1 e Solugao

reserva:
1ml do padrao mistura de solventes

residuais classe 1
e
) * \
Solugdo Padrao

tl /_\ /_\ f classe 1

=)
100 ml | Itra-
Solugdo Padrao P
estoque Reservar a segunda diluigao para a

solugdo adequabilidade do sistema
da classe 1

Fonte: Préprio da autora.

Figura 19 - llustracdo da preparac¢éo das Solu¢des Padrédo Mistura Estoque
Classe 2 e Padréo Mistura A da Classe 2 e Mistura B da Classe
2 para analises em materiais insoluveis em agua.

» Solugdo Padrao Estoque da classe 2 e Solugdo Padrao Mistura Ae B

da Classe 2: 1ml
1 ml da mistura A padréo de
referéncia Classe 2

]
\_} Padrao A Estoque da Classe 2 / \f Padrio A Classe 2

)

0,5ml da mistura B padrao de 5ml de agua ultra-
referéncia Classe 2 purificada

\ 1ml /\
Padrio B Classe 2
Padrdo B Estoque da Classe 2 \
100ml

10ml

5ml de agua ultra-
purificada
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Fonte: Proprio da autora.

Figura 20 — llustracdo da preparacdo das Solucdes Amostra Estoque,
Solugdo Amostra e Solucdo Adequabilidade do sistema da
classe 1 para analises em materiais insollveis em agua.

+ Solugdo Amostra Estoque, Solugdo estoque e Solugdo
adequabilidade do Sistema da Classe 1:
500mg da Amostra em 5 ml da Solugao
analise Amostra Estoque +
0,5ml Solugédo
Padrao Estoque
ml Classe 1 reserva a I
) )
‘ I || |
L) ()
Smi de agua ulra- 5ml de agua ultra-
10ml purificada purificada
= Solugao
Soluglo Amostra Solugio Amostra Adequabilidade do
Estoque Sistema

Fonte: Proprio da autora.

As condi¢cdes cromatograficas para o procedimento A para amostras

insolaveis em 4gua estédo descritas conforme o quadro 14 a seguir:
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Quadro 14 — Procedimento A - Condi¢des cromatograficas para amostras insollUveis em agua.

CARACTERISTICAS

DESCRICAO

Técnica Cromatografia Gasosa
Detector FID
Coluna DB-640 (0,53mm x 30m x 3,0um)
Gas de arraste Hélio
Velocidade linear 35 cm/s
Sistema de injecao Headspace
Split CG (1:3)
Tempo de andlise 60 min
Temperatura do injetor 140°C
Temperatura do detector 250°C

Fonte: Farmacopeia Brasileira 62 ed.

O quadro 15 mostra as caracteristicas da rampa de aquecimento do

procedimento A para amostras insolUveis em agua.

Quadro 15 - Procedimento A- Rampa de aguecimento.

Temperatura Temperatura Temperatura final | Tempo de espera
Inicial (°C) rampa (°C/min) (°C) (min)
40°C 0°C 40°C 20
40°C 10°C 240°C -
240°C 0 240°C 20
Fonte: Farmacopeia Brasileira 62 ed.
Ensaio

A corrida cromatografica deve iniciar com a sequéncia de solugdo padrdo da
classe 1, solugcado de adequabilidade do sistema classe 1 e a solucdo padréo A da
classe 2. Registrar os cromatogramas e avaliar as respostas de sinal/ruido, resolucao
e desvio padrao relativo. Apds confirmacdo que o sistema cromatografico encontra-se

apto para analise, inicia-se a segunda corrida com a sequéncia de solu¢ao padréo da
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classe 1, solucédo padrdo A da classe 2, solucdo padréo B da classe 2 e da solucéo
amostra. Apoés o término, registrar os cromatogramas e medir as respostas dos picos
principais. Para esse ensaio, 0s compéndios oficiais sugerem utilizar os parametros

operacionais da coluna 3 da tabela 3 para melhor sensibilidade ao método.

Avaliacao

Os requisitos para avaliagado da adequabilidade do sistema do procedimento
A das Solucao padrdo da classe 1, a solucdo de adequabilidade do sistema classe 1
e a solucao padrédo A da classe 2, constitui que, a relacdo sinal/ruido do pico 1,1,1-
tricloroetano, na solugédo padrdo da classe 1, € de no minimo 5, a relac&o sinal/ruido
de cada pico, na solucdo adequabilidade do sistema da classe 1, é de no minimo 3 e
a resolucdo R entre os picos de acetonitrila e cloreto de metileno, na solucéo A da

classe 2, é de no minimo 1.

Critérios de Aceitacao

Para cumprir com o0s requisitos do procedimento A, ndo deve haver na
amostra teste nenhuma resposta de picos diferente do pico 1,1,1- tricloroetano que
seja maior ou igual ao correspondente da solucdo padrao da classe 1, ou em qualquer
das duas solucdes padrdo da classe 2 (A e B). Também, ndo deve conter resposta do
pico 1,1,1- tricloroetano maior ou igual a 150 vezes a resposta do pico correspondente
a 1,1,1- tricloroetano da solucdo padrdao da classe 1. Caso sejam observadas
respostas contrarias aos requisitos acima, deve-se proceder o procedimento B para
verificar a identidade do pico.

Apos execucao do procedimento B, a amostra cumpre com o procedimento A

quando néo for detectado nenhum pico diferente dos critérios de aceitacdo expostos.
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4.3.1.11.2 Procedimento B

Para o procedimento B, preparar as solucdes de padrédo estoque classe 1,
solugcédo padrao estoque da classe 2(A e B), solucdes padréo da classe 1, solucdo
padrdo classe 2(A e B), solucdo amostra estoque, solucdo amostra e solucéo
adequabilidade do sistema da classe 1, conforme o procedimento A para amostras
insolaveis. O sistema cromatografico pode ser o mesmo do procedimento B para
materiais sollveis em 4gua com a relacao de particdo de 1:3, podendo ser modificado

para otimizar a sensibilidade.

Ensaio

A corrida cromatografica deve iniciar com a sequéncia de solucao padréo da
classe 1, solucdo de adequabilidade do sistema classe 1 e a solucdo padréo A da
classe 2 para a verificacdo da adequabilidade do sistema de acordo com a avaliagao
da relacdo sinal/ruido dos picos, resolucbes e os desvios padrédo relativo. Apés
confirmacédo que o sistema cromatografico se encontra apto para analise, inicia-se a
segunda corrida com a sequéncia de solucédo padréo da classe 1, solucao padrdo A
da classe 2, solucdo padrdo B da classe 2 e da solucdo amostra. Apos o término da
analise, registrar os cromatogramas e medir as respostas dos picos principais. Para
esse ensaio, 0os compéndios oficiais também sugerem utilizar os parametros

operacionais da coluna 3 da tabela 3 para melhor sensibilidade ao método.

Avaliacao

Requisitos para avaliacdo da adequabilidade do sistema do procedimento B
das Solucédo padréo da classe 1, a solucao de adequabilidade do sistema classe 1 e
a solucéo padrao A da classe 2, constitui que, a relacdo sinal/ruido do pico benzeno,
na solugéo padréo da classe 1, é de no minimo 5, a relagdo sinal/ruido de cada pico,
na solugédo adequabilidade do sistema da classe 1, é de no minimo 3 e a resolucdo R
entre 0s picos acetonitrila e cis-dicloroeteno na mistura de Classe 2 da solucao padréo

A é no minimo 1,0.
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Critérios de Aceitacao

Caso as respostas dos picos na solugdo amostra, identificados no
procedimento A, forem iguais ou maiores que as dos picos correspondentes obtidos
com a solucédo padrao da classe 1 ou qualquer uma das duas solucdes padrdo da
classe 2 (A e B), deve seguir com o procedimento C para quantificar os analitos.
Porém, se nao for detectado nenhum pico dentro dos critérios estabelecidos acima, a

amostra cumpre com 0s requisitos deste ensaio.

4.3.1.11.3 Procedimento C

Para o procedimento C, preparar as solucdes de padrdo estoque classe 1,
solucdo padrdo estoque da classe 2 da mistura A, solucbes padrdo da classe 1,
solucéo padréo classe 2 da mistura A, solucdo de adequabilidade classe 1, solucéo
amostra estoque, solugcdo amostra e amostra contaminada seguindo conforme o
procedimento A.

O sistema cromatografico € o mesmo do procedimento C para materiais
solliveis em agua. O mesmo ocorre com a solucdo padrdo estoque individual e
solucéo padrao individual de cada solvente identificado e confirmado, porém utilizado
a dimetilformamida como reagente, ou até mesmo o dimetilsulféxido caso tenha sido
definido pela equipe técnicas para a preparacao de solucoes.

A solucdo amostra contaminada deve ser preparada individualmente para
cada pico do solvente identificado e confirmado, sendo adicionada uma guantidade
conhecida do padrao de cada solvente na solucdo amostra estoque, e depois, diluida

em agua diretamente no vial.

Ensaio

A corrida cromatografica deve iniciar com a sequéncia de solugcdo padréo
contaminada de cada pico identificado, a solu¢cao de adequabilidade do sistema da
classe 1, solucdes padrbes classe 1 e classe 2 mistura A para verificagdo da
adequabilidade do sistema de acordo com a avaliacdo da relacdo sinal/ruido dos

picos, resolucdes e os desvios padréo relativo.
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Apoés confirmacdo que o sistema cromatografico se encontra apto para
analise, inicia-se a segunda corrida com a sequéncia de solucdo padrdao contaminada
de cada pico, solucdo amostra e solugcdo amostra contaminada. Registrar 0s
cromatogramas e medir as respostas dos picos principais. Para esse ensaio, 0S
compéndios oficiais sugerem utilizar os parametros operacionais da coluna 3 da tabela

3 para melhor sensibilidade ao método.

Avaliagao

Os Requisitos para avaliacdo da adequabilidade do sistema do procedimento
C das Solucéo padréo da classe 1, a solucao de adequabilidade do sistema classe 1
e a solucéo padréao A da classe 2 sdo as mesmas do procedimento A ou B:

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 62 ed., relacdo sinal/ruido do pico
1,1,1-tricloroetano, na solucdo padrdo da classe 1, € de no minimo 5, a relacéo
sinal/ruido de cada pico, na solu¢do adequabilidade do sistema da classe 1, é de no
minimo 3 e a resolugdo R entre os picos de acetonitrila e cloreto de metileno, na
solucéo A da classe 2, é de no minimo 1. J4 na Farmacopeia Americana (USP 467),
a relacao sinal/ ruido serd de acordo com os parametros do procedimento A ou B
escolhido para realizar o procedimento C.

Para a Farmacopeia Americana (USP 467), a relacdo sinal/ ruido sera de
acordo com os parametros do procedimento A ou B escolhido para realizar o
procedimento C para as solucdes gerais.

Procedimento A escolhido: A relacdo sinal/ ruido para qualquer solvente
encontrado é de 10, exceto para 1,1,1-tricloroetano que € 5. Para qualquer outro
solvente da classe 1 é 3. Se houver mais de um solvente, a resolucao entre um pico
de interesse e qualquer pico adjacente é 1,0.

Procedimento B escolhido: A relacdo sinal/ ruido para qualquer solvente
encontrado € de 10, exceto para benzeno que é 5. Para qualquer outro solvente da
classe 1 € 3. Se houver mais de um solvente, a resolucao entre um pico de interesse

e qualquer pico adjacente € 1,0.
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Céalculo quantitativo

Calcular a quantidade, em ppm, de cada solvente residual encontrado no

material em teste, de acordo com a equagéo a sequir:

Conc.(ppm) = 10(C/M)[rSA/(rSAC —rSA)]

Onde:
C= Concentracdo, em pg por ml, da solugéo padrao estoque de referéncia

(USP)/Caracterizado;

M= Massa, em g, da amostra pesada para preparar a Solugdo amostra
estoque;

rSA= Resposta do pico de cada solvente residual obtida da solucdo
amostra;

rSAC= Resposta do pico de cada solvente residual obtida da solucéo
amostra contaminada com o padréo estoque.

Realizar a mesma avaliacao da faixa de trabalho do procedimento C para

amostras soluveis em agua.

4.3.1.12 Andlise de Solventes Residuais da classe 3

O método de perda por dessecacdo € o método de sugestdo para
determinacao de niveis de solventes residuais da classe 3 com a especificacdo limite
de 50mg /dia no maximo, que corresponde uma concentracdo de 5000 ppm ou 0,5%
na opcao 1. Além da perda, a Farmacopeia Brasileira aceita outro método especifico
em monografias de cada solvente.

Caso o limite do solvente da classe 3 seja superior ao especificado ou o
material para analise possui solventes de outras classes, deve ser realizada a
identificacdo e quantificacdo aplicando um dos procedimentos descritos

anteriormente.
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4.3.1.13 Teste de Limite dos Solventes Conhecidos - USP 467

Teste para a verificagédo de limites de solventes conhecidos e de interesse na
amostra disponivel na Farmacopeia Americana USP 467 utilizado apenas o padréo e
amostra. A preparacao das solucdes deve ser realizada conforme o procedimento
escolhido de acordo com a solubilidade da amostra teste. Para esse teste utilizar
Substancias Quimicas de referéncia USP de cada solvente conhecido. E facultativo a
escolha do teste limite para os solventes conhecidos, contudo caso a concentragao
do limite dos solventes esteja ha opcéo 2, realizar o teste quantitativo.

A solucdo adequabilidade do sistema deve ser preparada de acordo com a
solubilidade da amostra em agua. Caso a escolha seja o procedimento A, injetar a
solugdo de adequabilidade do sistema, solucdo padrédo e solugdo amostra no
cromatografo, registrar 0s cromatogramas e medir as respostas dos picos
identificados de interesse.

Os requisitos de aceitacdo da adequabilidade do sistema sdo os mesmos do
procedimento A.

Os critérios de aceitacdo para a amostra, atende aos requisitos do teste, se
e somente se, a resposta do pico do solvente de interesse, contido na solucdo
amostra, seja menor comparado com o correspondente na solu¢ao padrao.

Caso a escolha seja o procedimento B, injetar a solucdo adequabilidade,
solucdo padrao, e solugdo amostra no cromatografo, registrar os cromatogramas e
medir as respostas para 0s picos de interesse. Os requisitos de aceitacdo da
adequabilidade do sistema sédo os mesmos do procedimento B.

Os critérios de aceitacdo para a amostra, atende aos requisitos do teste, se e
somente se, a resposta do pico do solvente de interesse, contido na solugdo amostra,
seja menor comparado com o correspondente na solucao padrao.

O procedimento C para o teste limite de quantificacdo deve proceder conforme

o procedimento A ou B escolhido.
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4.3.1.14 Validacdo de método analitico baseada pelo documento RESIDUAL
SOLVENTS—VERIFICATION OF COMPENDIAL PROCEDURES AND
VALIDATION OF ALTERNATIVE PROCEDURES- 1467 USP para

procedimentos compendiais A e B das classes de solventes do tipo 1 e 2.

4.3.1.14.1 Procedimento Limite: Procedimento A e Procedimento B

Verificagdo quando os solventes com probabilidade de estar presentes e ndo

sdo conhecidos:

Preparacao das solucdes

Proceder conforme a escolha dos procedimentos A ou B descritos na USP
1467, para amostras sollveis ou insollveis em agua. Contudo, o procedimento B é
mais indicado para teste de confirmacao. As solugdes solicitadas para o teste limite
sao: solucéo branco- diluente, solugdo padréo e a solucdo amostra enriquecida, que
esta por sua vez, deve ser preparada conforme descrito na solu¢cdo adequabilidade
do sistema classe 1. A solucdo quimica de referéncia padrdo misto USP deve ser
utilizada para preparar a solucéo padrdo, uma vez que existe a probabilidade de estar

presente, mas nao sdo conhecidos.

Critérios de aceitacéo

e Especificidade: O Branco € injetado para garantir a auséncia de
interferéncia significativa. O procedimento A deve ser capaz de separar
acetonitrila e cloreto de metileno numa resolucéo de 1.0. Caso a escolha
for o procedimento B, ele deve ser capaz de separa acetonitrila e cis-
dicloroeteno numa resolucéo de 1,0.

e Limite de Deteccéo: Para qualquer procedimento, a relagéo sinal-ruido
média para cada solvente na solucdo padrdo e na solugdo de amostra
enrigquecida é de 3.0.

e Estabilidade da Solugcdo: O limite de deteccdo deve atender aos
requisitos durante todo o periodo de teste.
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Verificacdo quando os solventes com probabilidade de estar presentes e sdo

conhecidos:

Preparacao das solucdes

Para a preparacdo da solucdo branco e padrdo, proceder conforme o
procedimento A, porém utilizando apenas os solventes conhecidos. Pode-se utilizar
tanto a solucdo de referéncia USP individual ou solu¢cdo quimica de referéncia
caracterizada de cada solvente, uma vez que existe a probabilidade de estar presente
e sdo conhecidos. Ja para solucdo amostra enriquecida, proceder a preparacao

conforme o procedimento quantitativo tipo C.

Critérios de aceitacéo

e Especificidade: O Branco- diluente € injetado para garantir a auséncia de
interferéncia significativa com nenhum dos picos que podem estar presentes.

e O procedimento deve ser capaz de separar cada um dos solventes entre si na
solucéo padrdo e na amostra enriquecida com uma resolucdo de 1.0. Caso a
analise ndo atenda a resolucédo acima, o procedimento B deve ser realizado
para confirmagao.

e Limite de Deteccdo: Arelagdo sinal-ruido média para cada solvente na solucéo
padrdo e na solucdo de amostra enriquecida é de 3.0.

e Estabilidade da Solucdo: O limite quantificacdo deve atender aos requisitos

durante todo o periodo de teste.

4.3.1.14.2 Procedimentos Quantitativos: Procedimento C

Os solventes residuais ja sédo conhecidos neste procedimento, com base
nos resultados dos procedimentos A e B realizados anteriormente. Os parametros
analisados séo especificidade, preciséo, repetibilidade, limite de quantificacdo, faixa

de trabalho e estabilidade da solugé&o.
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Preparacéo das solucdes

Proceder conforme o procedimento C no preparo das solugdes. A solucao
padrao deve conter concentragcdes numa concentracéo de 50% a 150% dos solventes
residuais individualmente que foram encontrados no procedimento A, e confirmados
no procedimento B. O procedimento deve conter as solu¢cdes amostra estoque,
amostra enriquecida 1 e amostra enriquecida 2. Logo, a segunda solugédo deve ser
enriquecida com a solucdo padrao estoque de cada solvente residual identificado e
confirmado, e a ultima, deve possuir a matriz da amostra enriguecida com cada
solvente residual identificado e confirmado anteriormente, numa resolucéo de nivel
3.0.

Critérios de aceitacéo

e Especificidade: O Branco € injetado para garantir a auséncia de interferéncia
significativa com nenhum dos picos que podem estar presentes.

e O procedimento deve ser capaz de separar cada um dos solventes da solucéo
padrdo entre si e na solucdo amostra enriquecida com uma resolucéo de 1.0.
Caso os solventes ndo forem separados nesta resolucdo, deve-se realizar o
procedimento B para a confirmacéo.

e Limite de Quantificacdo: A relacdo sinal-ruido média para cada solvente na
solucdo padrdo e na solucdo de amostra enriquecida é 10. O limite de
quantificacdo pode ser demonstrado pela exatidao e preciséo.

e Precisdo: A recuperacdo média da solucdo amostra enriquecida 2 é de 80% a
120% da concentragdo tedrica esperada, quando comparada com a solugéo
amostra enriquecida 1.

e Precisdo/ Repetibilidade: Deve-se preparar seis solugdes amostras
enriquecidas independentes do tipo 1 do mesmo lote ou nove solu¢des amostra
enriquecidas independentes do tipo 2. O desvio padrao relativo € 20% para
cada solvente presente.

e Estabilidade da Solucdo: Demonstrar a estabilidade aceitavel da solucéo

durante todo o periodo de teste.
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Validacdo de procedimentos alternativos

Procedimento Limite: Proceder conforme a verificagdo do procedimento C.
Procedimento Quantitativo: As caracteristicas analiticas a serem validadas
sdo especificidade, linearidade e faixa, limite de quantificacdo, exatidao,
repetibilidade, precisdo intermediaria e estabilidade da solucdo. O preparo das
amostras é a solucdo branco e solugdo amostra enriquecida 2, que deve obter uma

resolucdo de nivel 5.0 para cada solvente identificado e confirmado.

Critérios de aceitacéo

e Especificidade: O procedimento analitico deve ter a capacidade de avaliar
inequivocamente os analitos de interesse na presenca dos componentes que
se espera estarem presentes.

e Linearidade e faixa: Realizar a andalise de regressao linear nos resultados para
solugdes de amostra com adi¢ao de cada solvente conhecido. O coeficiente de
determinacao r € 0,9.

e Limite de Quantificacdo: A relacdo sinal-ruido média para cada solvente na
solucéo padrdo e na solucdo de amostra enriquecida € 10. Ou o limite de
quantificacdo pode ser demonstrado pela exatidao e preciséo.

e Precisdo: A recuperacdo média da solucdo amostra enriquecida é de 80% a
120%.

e Precisdo/ Repetibilidade: Preparar pelo menos seis preparacdes
independentes de solu¢des de amostras enriquecidas do mesmo lote. O desvio
padrédo relativo é 20% para cada solvente presente.

e Precisdo/ Precisao intermediaria: Realizar a andlise de preciséo/ repetibilidade
em dias diferentes, e/ ou utilizando equipamentos diferentes e/ou analistas
diferentes. O teste deve demonstrar que o método esta adequado para o0 uso.

e Estabilidade da Solucédo: As solucbes padrdo e as solucbes de amostra
enriquecidas devem ser estaveis durante todo o periodo de teste, com uma

variagcéo de desvio padréo de 20%.
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Os solventes residuais sdo compostos volateis encontrados em diversos
produtos farmacéuticos devido a importancia da utilizagdo de solventes orgéanicos
durante o processo de fabricacdo. Para tanto, a concentracdo desses compostos é
monitorada rigorosamente pelos 6rgaos fiscalizadores com a finalidade de certificar a
comercializacdo de medicamentos sem causar nenhum risco a saude humana durante
a farmacoterapia.

O ICH possui diretrizes, utilizadas internacionalmente, capazes de classificar
os solventes residuais em classes do tipo 1, 2 e 3 de acordo com 0 seu risco a
exposicao diaria. Os solventes da classe 1 sdo 0s que precisam ser evitados na
fabricacao de IFA, excipientes ou produtos acabados, devido a alta toxicidade e aos
efeitos ambientais nocivos desses compostos. J& os da classe 2, possuem um limite
de exposicdo aceitavel e o da classe 3 sdo os mais indicados devido ao seu baixo
nivel de toxicidade aguda.

Com isso, a farmacopeia brasileira 6ed® e a USP possuem metodologias
analiticas, consideradas genéricas e universais, para a determinacdo de solventes
residuais em medicamentos associado as diretrizes do ICH. O método serve como
base para iniciar um desenvolvimento de método analitico capaz de identificar e
quantificar as impurezas organicas volateis, conhecidas e desconhecidas, de
materiais solUveis ou insoliveis em agua, utilizando a técnica de cromatografia
gasosa.

Os fabricantes dos medicamentos, tendo como base a metodologia dos
compéndios oficiais farmacéuticos, pode desenvolver o seu proprio método de acordo
com as necessidades da empresa, sendo necessario a validacdo do mesmo para
confirmacdo da sua efetividade, precisdo, robustez e eficacia. Entdo, o guia
farmacéutico desenvolvido serve como documento base para elaboracdo de
protocolos para andlise de solventes residuais utilizando a técnica de cromatografia
gasosa, sendo mais um documento importante para a garantia da qualidade exercer

as boas praticas de fabricacdo nas industrias farmacéuticas.
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5 ARTIGO 2: PROTOCOLO PARA A DESENVOLVIMENTO DE METODO
ANALITICO PARA A DETERMINACAO DOS SOLVENTES RESIDUAIS
ETANOL, DICLOROMETANO E ACETATO DE ETILA EM AMOSTRAS DO IFA
DAPSONA: UM ESTUDO DE CASO.

5.1 INTRODUCAO

A dapsona € um farmaco utilizado no tratamento padréo da hanseniase como
uma poliquimioterapia juntos com os farmacos rifampicina e clofazimina. A ocorréncia
de efeitos adversos dos farmacos provoca uma barreira para sucesso do esquema
terapéutico seguindo do abandono do tratamento, sendo a identificagdo dos efeitos
indesejados uma grande preocupacao para OMS (Araujo et al., 2024).

Esses efeitos podem ser provenientes do desvio da qualidade dos
medicamentos durante sua fabricacdo. Isso pode ser proveniente da preferéncia do
uso de solventes organicos como veiculo na sintese desses produtos devido a sua
facilidade na afinidade e solubilidade com varios compostos organicos (USP 467,
2023; Hajipour, 2024).

Porém, o uso desses solventes organicos resulta na producédo de impurezas
organicas volateis que ndo sdo eliminados totalmente dos medicamentos e podem
provocar sérios riscos a salde humana. Para evitar os efeitos adversos provenientes
do desvio da qualidade, as industrias farmacéuticas monitoram essas substancias por
meio de métodos analiticos cromatograficos (ICH Q3C(R8), 2022; Farmacopeia
Brasileira 62 ed., 2024; USP 467, 2023).

O etanol, diclorometano e acetato de etila sdo os solventes residuais que
podem ser encontrados na dapsona durante sua rota de sintese. Todos séo liberados
pelos 6rgaos fiscalizadores, porém com um limite de exposicao diaria permitida. O
diclorometano tem a limite de exposicao diaria permitida de até 600ppm. J& o etanol
e acetato de etila sdo classificados como solventes de menos ricos podendo ser
aceitaveis limites de até 5000ppm (Farmacopeia Brasileira 62 ed., 2024)

Ent&o, o controle de qualidade precisa monitorar esses solventes residuais
produzidos durante a rota de sintese da dapsona para evitar intoxicacdo
medicamentosa devido ao devido da qualidade do produto final. Para tanto, o guia
desenvolvido serve como documento para garantia da qualidade promover as boas

praticas de fabricagdo de medicamentos.
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Sendo assim, o protocolo teve como objetivo promover a aplicabilidade do
guia farmacéutico através do desenvolvimento de um método analitico capaz
quantificar os solventes residuais etanol, diclorometano e acetato de etila da IFA do
farmaco dapsona nas instalacdes do LAFEPE.

5.2 MATERIAL E METODOS

A metodologia foi baseada no guia farmacéutico para o desenvolvimento de
métodos analiticos para a identificagcdo e quantificacdo de impurezas organicas
volateis e/ou solventes residuais em produtos farmacéuticos. A elaboracdo foi
construida de acordo com os procedimentos alternativos do guia em conjunto com a
informacao do DMF do fabricante das caracteristicas do farmaco, além dos possiveis
solventes residuais conhecidos devido durante a sua rota de sintese. A metodologia
foi adaptada as condicdes oferecidas pelo LAFEPE para as analises de solventes
residuais utilizando a técnica de cromatografia gasosa, além dos recursos

laboratoriais para tal andlise.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Protocolo de desenvolvimento de método analitico para quantificacdo de
solventes residuais em dapsona — Insumo Farmacéutico Ativo (IFA)

5.3.1.1 Objetivo

Este documento tem como objetivo desenvolver um método analitico para
identificar e quantificar os solventes residuais Etanol, Diclorometano e acetato de Etila
presentes na amostra de IFA da Dapsona de acordo com o guia farmacéutico para

analise de solventes residuais desenvolvido para o LAFEPE.
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5.3.1.2 Materiais e equipamentos

5.3.1.2.1 Equipamentos e instrumentos utilizados

e Cromatografo gasoso Agilent 8860 acoplado ao headspace;

e Balanca analitica;

e Pipetador HandyStep;

e Vials para cromatografia Gasosa com tampas e septos;

e Coluna cromatografica DB-640 (30m x 0,53mm x 3 um) para amostras soluveis

em agua.

5.3.1.2.2 Substancia Quimica de Referéncia Caracterizada e Reagente

Substancia Quimica de Referéncia/ Caracterizada

e Padrao de Referéncia Caracterizado Acetato de Etila;
e Padrao de Referéncia Caracterizado de Diclorometano;

e Padrao de Referéncia Caracterizado de Etanol;
Reagentes
¢ DMSO

Condicdes Analiticas

Especificacdes:

e Classe 3: Acetato de Etila: 5000 ppm;
e Classe 2: Diclorometano: 600ppm,;

e Classe 3: Etanol : 5000 ppm.
Densidade:

e Acetato de Etila: 0,902 g/ml.
e Diclorometano: 1,3255 g/ml.
e FEtanol: 0,7890 g/ml.
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5.3.1.2.3 Condic¢des Cromatograficas

O quadro 16 possuem as condi¢cdes cromatograficas adaptadas para analise

da Dapsona.

Quadro 16 — Procedimento A - Condi¢des cromatograficas do protocolo Dapsona.

CARACTERISTICAS DESCRIGCAO
Técnica Cromatografia Gasosa
Detector FID
Coluna DB-640 (30m x 0,53mm x 3 um)

Gas de arraste Nitrogénio
Fluxo 1,0 ml/ min
Sistema de injecao Headspace
Split CG (10:1)*
Tempo de analise 35,5 min
Temperatura do injetor 200°C
Temperatura do detector 220°C

* A relagdo de particdo pode ser modificada para otimizar a sensibilidade.
Fonte: Proprio da Autora

O quadro 17 possui a rampa de aquecimento para andlise da dapsona.

Quadro 17 — Rampa de aquecimento do protocolo Dapsona.
Temperatura Temperatura Temperatura final Tempo de
Inicial (°) rampa (°/min) ®) espera (min)
0°C 0°C 35°C 12
35°C 20°C 185°C 7,5
185°C 0 185°C 16

Fonte: Proprio da Autora
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5.3.1.2.4 Condicdes Headspace

O quadro 18, mostra as condi¢cdes operacionais do headspace do protocolo
da dapsona.

Quadro 18 — ParAmetros operacionais para 0 Headspace para o protocolo da Dapsona.

CARACTERISTICAS DESCRIGCAO
Temperatura de incubacéo 80°C
Tempo de incubacao 30 min
Temperatura da seringa 90 °C
Volume da Amostra 1ml
Tempo de Ciclo CG 40 min

Fonte: Proprio da Autora

53.1.3 Procedimentos

5.3.1.3.1 Preparo de solucbes

Solucédo padréo estoque

Em um baldo volumétrico de 25ml, transferir aproximadamente cerca de 20
ml de dimetilsulfoxido (DMSO) e adicionar 138,6uL do Padrdo Caracterizado de
Acetato de Etila, 11,3uL do Padréo Caracterizado de Diclorometano e 158,42uL do
Padréo Caracterizado de Etanol. Completar o volume com o DMSO e homogeneizar.
(Concentracdes iniciais: 5000 ppm Acetato de etila, 600 ppm Diclorometano e 5000

ppm de Etanol)
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Solucéo padréo

Em um vial de headspace de 20 ml, transferir 5 ml de DMSO e 300pL da
solucdo padréo estoque. (Concentragdes finais: 283,01 ppm Acetato de etila, 33,96
ppm Diclorometano e 283,01 ppm de Etanol)
Solugao Branco e Limpeza

Em um vial de headspace de 20 ml, transferir 2 ml de DMSO.

Solucdo Amostra

Em um vial de headspace de 20 ml, transferir 5 ml de DMSO e 300uL de

matéria prima Dapsona.

Solugdo Amostra Enriquecida

Em um vial de headspace de 20 ml, transferir 5 ml de DMSO, 300uL de

matéria prima Dapsona e 300uL da solucéo padréo estoque.

Solucéo Adequabilidade do Sistema

Preparar 6 vials de headspace de 20 ml contendo 5 ml de DMSO e 300uL da

solucéo padrao estoque.

5.3.1.3.2 Ensaios

Ativar o sistema cromatografico e deixar a coluna condicionando a
temperatura de 200°c durante 10 minutos para estabilizar a linha de base. Depois,
retornar a temperatura inicial do método (35°c) e deixar condicionando com as
condicdes cromatograficas do método durante um tempo minimo de 30 minutos. Na
sequéncia, iniciar a corrida injetando os vials respeitando a sequéncia da corrida.

Injetar no cromatografo gasoso 1 vial da solucdo branco,1 vial de cada solucao

de identificagao, intercalando vials da solugao branco, 3 vials da solugao padréao, 6



99

vials da solucédo de adequabilidade do sistema, 1 vial do branco, 3 vials da solucéo
amostra, 1 vial da solucdo branco e 3 vials da solugcdo amostra sintética. Respeitar a
sequéncia da corrida.

Registrar os cromatogramas e depois avaliar os desvios padréo relativo do
padrdo, os parametros de relacédo sinal/ruido dos picos e medir as respostas dos

principais.

5.3.1.3.3 Avaliacoes

Avaliacdo baseada nos parametros de validacdo da RDC n° 166, Validacdo
de método analitico baseada pelo documento Residual solvents—uverification of
compendial procedures and validation of alternative procedures- 1467 USP e ICH
Q3C(R8).

USP 1467:

A relacdo sinal/ruido para solventes residuais na solucdo padrdo amostra

enriquecida deve ter trés medi¢cdes de uma Unica preparacédo é de NLT 10;

e Estabilidade da solugcdo: As solugbes padrdo e as solucdes de amostra
enriquecidas devem ser estaveis durante todo o periodo de teste.

e DPR: O desvio padréo relativo € NMT 20% para cada solvente presente.

e Recuperacdo: A recuperacdo média para cada solucdo de amostra

enriquecida deve ser de 80% a 120%.
Célculo do DPR:
DPR: (DP/CMD)x 100;

Onde:
DPR = Desvio padrao relativo;
DP = Desvio padréo;

CMD = Concentracdo media determinada.



100

Calculo Quantitativo

Calcular as concentracdes, em ppm, de cada solvente residual encontrado no

material em teste, de acordo com a equagéo a sequir:
SR(ppm): (AamE /Ap) * (Cpc/CamE — Cam)

Onde:

SR = Concentracdo, em pg por ml, do solvente residual em g da amostra.
AamE = Area da amostra enriquecida;

Ap = Area do Padréo;

Cpc = Concentragéo do Padrao Corrigido em pg/mi;

CamE = Concentracdo da Amostra Enriquecida em g/ml,

Cam = Concentracao da Amostra g/ml.

5.3.2 Resultados e discussao

O procedimento foi baseado no capitulo de determinacdo de Solventes
Residuais da Farmacopeia Brasileira 62 ed. e no Residual Solvents — Verification of
Compedial Procedures and Validation of Alternative Procedures, USP 42 <1467, que
sdo Uteis para a identificacdo, controle e quantificacdo de impurezas organicas
volateis em insumos e produtos farmacéuticos. Foi necessario realizar algumas
adaptacdes conforme as condi¢cdes operacionais do LAFEPE.

A possibilidade de encontrar os solventes residuais Etanol, Diclorometano e
Acetato de Etila na amostra da Dapsona foram informados no DMF do fabricante. As
suas especificacbes séo iguais aos dos compéndios oficiais farmacéuticos e do ICH
Q3C (R8). As concentracdes iniciais e finais foram calculadas de acordo com as
especificacoes de cada solvente residual, a sua densidade e o volume da diluicdo
escolhida.

Célculo das concentracdes dos solventes residuais Etanol, Diclorometano e
Acetato de Etila:
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Densidade Acetato de Etila: 0,902 g/ml.
Especificacdo: 5000 ppm (ICH Q3C (R8)

0,902 .V; = 0,005 .25
V, = 138.6 pl

Densidade Diclorometano: 1,3255 g/ml.
Especificacdo: 600 ppm (ICH Q3C (R8))

1,3255.V; = 0,0006 .25
V, =113 ul

Densidade Etanol: 0,7890 g/ml.
Especificacdo: 5000 ppm (ICH Q3C (R8))

0,7890 .V, = 0,005 . 25
V, = 158,42 ul

As solucdes padroes foram preparadas com padroes conhecidos e
caracterizados oferecidos pelo LAFEPE. Todos possuem laudo de técnico de
caracterizacdo. O DMSO é um reagente bastante utilizado na preparacdo das
solucBes para analises em cromatografia gasosa no LAFEPE. O mesmo foi utilizado
como diluente no protocolo da dapsona devido a excelente solubilidade.

O equipamento utilizado para as analises foi o cromatografo da marca Agilent
8860 acoplado ao Headspace, além de uma balanca analitica trés casas decimais de
marca Shimadzu para a determinacdo das massas e pipetador automatico devido a
sensibilidade do CG. De acordo com a DMF da dapsona, o farmaco tem boa
solubilidade em agua. Entéo, a coluna escolhida foi DB-640 (30m x 0,53mm x 3 pm)
sugerida pela Farmacopeia Brasileira e UPS467 para amostras sollveis em agua.

As condi¢Bes cromatogréaficas e do Headspace foram adaptadas conforme as
orientacdes do fabricante do equipamento CG, descrito no manual da Agilent, em
associacdo com os parametros dos compéndios oficiais citados nos documentos
relacionados. Esses parametros operacionais sdo fundamentais para a sensibilidade

do sistema, sendo necessario realizar ajustes finos.
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O nitrogénio foi o gas de arraste escolhido para as analises de CG da
Dapsona, porém a equipe técnica pode escolher entre o hélio ou nitrogénio de acordo
com o método definido. O detector ideal para a otimizacéo das analises no laboratério
€ o FID com o headspace acoplado no cromatégrafo, contudo o DEM pode ser
utilizado, porém a sugestao € para investigacdo das impurezas contina na amostra.

O tempo de analise foi de 35,5 minutos para cada corrida com mais 30 minutos
de encubacao de cada vials no Headspace, totalizado mais de uma hora para cada
andlise. Esse tempo de analise foi ideal para certificar o aparecimento dos trés picos

de solventes residuais e o pico do diluente na amostra de dapsona.

A figura 21 representa o cromatdgrafo gasoso com os picos dos solventes
residuais etanol, diclorometano e acetato de etila da solucéo padréo da dapsona:

Figura 21 - Cromatégrafo Gasoso da Solucdo Padrao dos
solventes residuais da Dapsona.

Ensaio: 20240223 162859 dx padrao 2
Método: 18072023_Metodo_dapsona.amx
Pasta Destino: D\CDSProjects\Dapsona\Results\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rsk
Data e hora ultima 23022024 163737 TAG Instrumento: 32CMG00202  Apalista: Daniel da Mota Castelo
injecao: Branco
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Nome do Composio TR (min) Area Concentragao (pg/mL) | Pratos Teoricos Resolugao
Etanol 1546 72 283 192842
Diclorometanc 1721 12 34 343077 13,53
Acetato de etila 1928 316 286 569557 18,83
DMSO 2529 2479 481774 48,44

Fonte: Proprio da Autora

A corrida da dapsona foi utilizada seis vials da solucdo adequabilidade do
sistema devido o desvio padréo relativo apresentarem um valor acima de 2%, sendo
indicativo da farmacopeia brasileira 6°d. Esse valor é aceitavel em testes de
impurezas, uma vez que a sua precisdo é ndao mais de 20%. (USP 467, 2023)

O meétodo mostrou-se reprodutivel e estavel nas seis solugbes da

adequabilidade do sistema analisadas inicialmente, sendo caracteristico de um



103

sistema totalmente funcional e aplicavel para a determinacao dos solventes residuais
da Dapsona.

O tempo de retencdo do etanol foi de aproximadamente 15 minutos, o
diclorometano em 17 minutos e o acetato de etila aos 19 minutos, mantendo estaveis
durante toda a corrida. Os tempos foram confirmados com testes de solucbes de
identificacbes de cada solvente residual separadamente.

As simetrias dos picos foram observadas em todas as solugbes, além de
pratos tedricos e a resolucao dos picos com valores elevados e estaveis durante toda
a corrida, sendo indicativo de eficiéncia do sistema e da coluna cromatografica. As
solucbes apresentaram valores de sinais ruidos acima de 10, sendo observado um
método seletivo para andlises de solventes residuais da dapsona.

Os picos dos trés solventes residuais foram detectados em todas as amostras
contidas na corrida, exceto na solugdo amostra que somente foi detectado o solvente
do diluente. Essa auséncia pode ser uma eliminacdo total das impurezas na etapa
final da sua sintese. Por isso da necessidade de avaliar amostras enriquecidas com
concentra¢gfes conhecidas dos solventes residuais nas solu¢cdes amostras sintéticas
nos testes de impurezas (RDC 166 de 24 de julho de 2017)

A tabela 1 a seguir mostra os resultados da média, DP e DPR dos solventes

residuais das seis amostras da solucdo adequabilidade do sistema.

Tabela 1 — Resultados da média, DP e DPR das seis solucfes adequabilidade do sistema.
Adequabilidade do

Sistema Etanol Diclorometano Acetato de Etila

AD1 294 37 307

AD 2 200 36 302

AD 3 287 35 299

AD 4 287 35 208

AD 5 291 35 299

AD 6 293 35 295

Média 291 35 100.8
Desvio Padréo 2,5 0.7 35

DPR% 0,85 2,08 1.64

Fonte: Proprio da Autora
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O desvio padrao relativo do solvente residual Etanol das seis amostras de
adequabilidade do sistema foi 0,85%. Ja os solventes residuais diclorometano e
acetato de etila nas mesmas amostras obteve um DPR 2,08% e 1,64,
respectivamente. Todos os resultados foram abaixo de 20% do especificado na USP
467, confirmado estabilidade das solucdes.

As réplicas das soluces Padrdes foram precisas para analises de impurezas

da Dapsona com valores menores que 20%, como mostra a tabela 2 a seguir:

Tabela 2 — Resultados da média, DP e DPR das solucdes padréo.

Padréo Etanol Diclorometano Acetato de Etila
P1 286 35 292
P2 283 34 286
P3 276 33 271
Média 283 34 286
Desvio Padréo 5 1 11
DPR% 1,81 2,94 3,78

Fonte: Proprio da Autora

As concentracdes reais de cada solvente residual da Dapsona foram bastante
proximas da tedrica, mesmo com os resultados da terceira solugdo padrao abaixo do
esperado. Essa diferenca pode ser caracteristica de erro analitico. As solucdes
amostras enriquecidas apresentaram um desvio padrdo abaixo de 20% e uma
recuperacdo acima de 85%. O método mostrou-se mais uma vez adequado, eficaz e
confiavel para determinar e quantificar os solventes residuais da dapsona, uma vez
gue para testes de impurezas as recuperacfes sao aceitaveis entre 80% a 120 %
(USP 467, 2023).

Os quadros 19 e 20 mostram os resultados das concentracdes e recuperagao

dos solventes residuais das solugdes amostras enriquecidas.

Quadro 19 — Concentragbes dos solventes residuais das solu¢cdes amostras enriquecidas do
protocolo da dapsona.

Solvente A_most_ra Amost_ra Amost_ra
Enriquecida 1 Enriquecida 2 Enriquecida 3
Etanol 282,95 285,84 283,62
Diclorometano 29,58 30,12 29,71
Acetato de etila 240,82 242,86 241,95

Fonte: Proprio da Autora
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Quadro 20 — Valores da Recuperacéo dos solventes residuais das solu¢cdes amostras enriquecidas.

Solvente Amost_ra Amost_ra Amost_ra
Enriquecida 1 Enriquecida 2 Enriquecida 3
Etanol 100,41 101,44 100,65
Diclorometano 87,15 88,75 87,53
Acetato de etila 85,13 85,86 85,53

Fonte: Proprio da Autora

Os valores dos solventes diclorometano e acetato de etila apresentaram um

pouco distante dos valores desejados. Isso pode ser decorrente da complexidade e

de elevada diversidade de componentes da amostra, sendo sugestivo de um estudo

de avaliacdo do efeito matriz via método de adicdo de padrdo interno no método da

dapsona (Nascimento et al., 2018).
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento do protocolo da dapsona como estudo de caso foi
fundamental na aplicabilidade do guia farmacéutico de desenvolvimento de método
analitico para analises de solventes residuais. O protocolo construido teve como base
o procedimento de métodos alternativos e o procedimento C para solventes residuais
presentes na amostra.

A estabilidade das solu¢g6es manteve estaveis durante a corrida com o desvio
padrdo de cada solvente residual abaixo de 20%. Todas as solucdes apresentaram
picos simétricos, a resolucéo e pratos tedricos com valores mantidos e altos, sendo
caracteristico de sistema e coluna eficiente para o método desenvolvido. A
seletividade do método foi observada através dos valores do paradmetro sinal/ruido
gue foram maiores que 10.

As solucdes amostras ndo apresentaram picos de solventes residuais devido
a eliminacao dos mesmos na etapa final da sua sintese, mas foram observados picos
bem definidos nas solucbes amostras enriquecidas com padrédo de cada solvente,
observado a especificidade do método.

O método desenvolvido para dapsona mostrou -se reprodutivel e estavel
durante toda corrida, mesmo com o0s niveis de recuperacdo dos solventes residuais
diclorometano e acetato de etila mais baixos. Isso pode ser caracteristico da alteracéo
dos valores solventes residuais devido & complexidade da amostra, sendo sugestivo
um estudo de efeito matriz com a adi¢cao de padrao interno nas solucées do método

dapsona.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O monitoramento dos solventes residuais é considerado essencial como boas
praticas de fabricagdo dos medicamentos para garantir produtos sem desvio da
qualidade, seguros e eficazes, obtendo assim uma reducdo nos casos de intoxicacao
medicamentosa com sucessos nos tratamentos terapéuticos. Para tanto, o guia
farmacéutico elaborado mostrou-se importante como documento base da garantia da
qualidade na determinacdo de métodos analiticos em andlises de solventes residuais
utilizando a técnica de cromatografia gasosa. A sua aplicabilidade foi avaliada através
do estudo de caso do protocolo da dapsona com resultados satisfatérios do método
alternativo desenvolvido, mostrando uma reprodutibilidade e especificidade do
mesmo, além de um sistema e solu¢Bes estaveis. Para tanto, a validacdo do método

precisa ser desenvolvida para demostrar a confiabilidade dos resultados obtidos.
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ANEXO A -

Nome Sequéncia:
Ensaio:

Método:
Pasta Destino:
Data e hora ultima

injecao:

FID1A

CROMATOGRAMA DA SOLUCAO BRANCO

32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

20240223 175024 .dx branco1
19072023_Metodo_dapsona.amx
DACDSProjects\Dapsona\Results\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rslt

23/02/2024 17:58:00 TAG Instrumento: 32CMG002-02 Analista: Daniel da Mota Castelo
Branco

Grafico com compostos
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Tempa [min]

Nome do Composto

TR (min) Area Co ?;;m:'rl':)}céo PT Resolugdo SIR

DMSO

2528 2556 482156
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ANEXO B - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO ADEQUABILIDADE 1

Nome Sequéncia:
Ensaio:
Método:

Pasta Destino:

32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

20240223 114836.dx

adequa 1

19072023_Metodo_dapsona.amx

DACDSProjects\Dapsona\Results\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rsht

Data e horaultima ~ 2302/2024 11:56:12  TAG Instrumento: 32CMG00202  Apalista:  Daniel da Mota Castelo
injegéo: Branco
Gréfico com compostos
FIDIA
200
18- ] H
1607 £
1404 £
1204
S 100
ao-{ s
60
B ! 4
12 3 4 5 6 7T B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 10 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 T 33
Tempa [min]
Nome do Composto TR (min) Area Concentracio PT Resolugao SIR
(pg/mL)
Etanol 15,46 75 294 189050 278
Diclorometano 17,20 13 a7 319545 13,24 120
Acetalo de elila 19,28 338 307 553239 18,38 445
DMSO 2529 2308 481785 48,21 2
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ANEXO C - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO ADEQUABILIDADE 2

Nome Sequéncia:
Ensaio:

Método:

Pasta Destino:

Data e hora ultima

32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

20240223 122847 dx adequa 2
19072023_Metodo_dapsona.amx
D:\CDSProjects\Dapsona\Results\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rsht

23/02/2024 12:36:25 TAG Instrumentio: 32CMG002-02 Analista: Daniel da Mota Castelo
Branco

injegao:
Gréfico com composios
FID1A
2004
180 ]
= i
£l
120 .
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804 E
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B 3 |
B 13
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 26 20 30 31 32 33
Tempo [min]
Nome do Composto TR (min) Area Concentracao PT Resolugao SR
(pg/mL)
Etanol 15,45 T4 290 190114 278
Diclorometano 17,20 12 36 335328 13,47 120
Acetato de etila 18,28 334 302 575586 18,84 444
DMSO 2530 2743 480401 48 59 2

119



ANEXO D - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO ADEQUABILIDADE 3

Nome Sequéncia:
Ensaio:

Método:

Pasta Destino:

Data e hora ultima

32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

20240223 130900.dx adequa 3
19072023_Metodo_dapsona.amx
DACDSProjects\Dapsona\Results\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rsht

23/02/2024 13:16:36  TAG Instrumento: 32CMG002-02 Analista: Daniel da Mota Castelo
Branco

injecao:
Gréfico com compostos

FID1A
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s i
12 3 4 6 7 B © 10 11 12 13 14 15 16 17 16 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33
Tempao [min]
Nome do Composto TR (min) Area Concentragéo PT Resolugao SIR

(ug/mL)

Etanol 15,45 73 287 192387 275
Diclorometano 17.21 12 35 3249340 13,48 118
Acetato de etila 18,27 33 299 567254 18,58 432

DMSO 2529 2428 482668 4857 2
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ANEXO E - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO ADEQUABILIDADE 4

Nome Sequéncia:
Ensaio:

Método:

Pasta Destino:

Data e hora ultima

32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

20240223 134909 dx

adequa 4

19072023_Metodo_dapsona.ams

DACDSProjects\Dapsona\Results\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rsht

23/02/2024 13:56:48 TAG Instrumento:

32CMG002-02

Analista: Daniel da Mota Castelo
Branco

injecao:
Gréfico com composios
FID1A
2004 Tg
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B0+ ;
i k-] E
N 7
T2 3 a & 7 & 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 2 2 3
Tempa [min]
Nome do Composto TR (min) Area Concentragdo PT Resolugao SIR
(pg/mL)

Etanol 15,46 73 287 191618 272
Diclorometano 17,21 12 35 326985 13,38 117
Acetato de etila 19,28 330 298 585340 18,73 442

DMSO 2529 2033 474591 48,54 2

121



ANEXO F - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO ADEQUABILIDADE 5

Nome Sequéncia:
Ensaio:

Método:

Pasta Destino:

Data e hora ultima

32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

20240223 142927 dx

adequa 5

18072023_Metodo_dapsona.amx

D:ACDSProjects\Dapsona\Results\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rsht

23/02/2024 14:37:00  TAG Instrumento:

32CMG002-02 Analista: Daniel da Mota Castelo
injegdo: Branco
Grafico com compostos
FIDMA
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12 3 4 5 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
Tempao [min]
Nome do Composto TR (min) Area Concentragdo PT Resolugao SIR
(ug/mL)
Etanol 1547 T4 291 193326 278
Diclorometano 1721 12 35 344274 13,52 117
Acetato de etila 19,28 33 299 559753 18,75 436
DMSO 2528 2555 476771 48,08 2
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ANEXO G - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO ADEQUABILIDADE 6

Nome Sequéncia:
Ensaio:

Método:

Pasta Destino:

Data e hora ultima
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2310212024 1517112 TAG Instrumento: 32CMG002-02 Analista: Daniel da Mota Castelo
Branco

injegao:
Gréfico com compostos

FID1A
2001
180 2
160 I
1401 %

1204
<
S 1004 §
B0 ;
5 3 E
401 : 8
B i ¢
T 2 3 4 5 6 7 B © 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33
Tempa [min]
Nome do Composto TR (min) Area Concentracdo PT Resolugao SIR
(pg/mL)

Etanol 15,44 74 293 153481 277
Diclorometano 17,20 12 35 343874 13,67 117
Acetato de etila 19,27 326 295 582603 18,97 440

DMS0 25,30 2975 474854 48,59 3
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ANEXO H - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO PADRAO 1

Nome Sequéncia:
Ensaio:

Método:

Pasta Destino:

Data e hora ultima
injecao:

32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

20240223 154947 dx padrao 1
19072023_Metodo_dapsona.amx
DACDSProjects\Dapsona\Results\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rslt

23/02/2024 15:5725 TAG Instrumento: 32CMG002-02 Analista: Daniel da Mota Castelo
Branco

Gréfico com composios

FID1A
2004 ]Q
1804 L =
160+ H
140+ g

< 120 %

S 100+
801 H
= ,
= i

T 2 3 4 6 & 7 B © 10 11 12 13 14 15 16 17 18 10 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 22 33
Tempa [min]
Nome do Composto TR (min) Area Concentragzo PT Resolugao SIR
(g/mL)

Etanol 15,46 73 286 187348 273
Diclorometano 17,21 12 35 341904 13,44 115
Acetato de etila 19,28 323 292 572698 18,82 429

DMSO 2529 2165 484523 4862 2
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ANEXO J - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO PADRAO 2

Nome Sequéncia:
Ensaio:

Método:

Pasta Destino:

Data e hora ultima
injegao:

32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

20240223 162959 dx padrao 2
18072023_Metodo_dapsona.amx
DACDSProjects\Dapsona\Resulis\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rslt

23/02/2024 16:37:37 TAG Instrumento: 32CMG002-02 Analista: Daniel da Mota Castelo
Branco

Gréafico com compostos

FID1A
200+ P
180 5]
(=]
160+ g
140+ 2
% 10}
80 ;
60 E E
pod y 8
12 3 a 6§ 7 & O 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33
Tempa [min]
Nome do Composto TR (min) Area Concentragdo PT Resolugao SIR
(ug/mL)

Etanal 15,46 72 283 192842 267
Diclorometano 17,21 12 34 343077 13,53 114
Acetato de etila 19,28 316 286 569557 18,83 419

DMSO 2529 2479 481774 48 44 2
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ANEXO K - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO PADRAO 3

Nome Sequéncia:
Ensaio:

Método:

Pasta Destino:

Data e hora ultima
injecao:

32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

20240223 171011.dx padrao 3
19072023_Metodo_dapsona.amx
DACDSProjects\DapsonalResults\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00 rsit

23/02/2024 171748  TAG Instrumento: 32CMG002-02 Analista: Danielda Mota Castelo
Branco

Grafico com composios

FIDIA
200
180 =
16071 =
140 i~
1204 B
S 1004 2
&0+ .g
60
pd g
20 [=]
° I ¥
1 2 3 4 5 & 7 B O 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 25 27 28 20 30 31 32 33
Tempa [min]
Nome do Composto TR (min) Area Concentragao PT Resolugao SIR
(ug/mL)
Etanol 15,46 70 276 192888 262
Diclorometano 17.21 1" 33 324807 13.36 106
Acetato de etila 19,28 300 Fial 574267 18,56 400
DMS0 2527 2302 482188 48,46 2

126



127

ANEXO L - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO AMOSTRA 1

Nome Sequéncia: 32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

Ensaio: 20240223 223147 dx amostra 1
Método: 19072023_Metodo_dapsona. amx
Pasta Destino: DACDSProjects\D \Resultz\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rzht

Data e hora ultima ~ 23/02/2024 22:38:24 TAG Instrumento: 32CMG00202  Analista: Daniel da Mota Caslelo
injegao: Branco

Gréfico com composios

FID1A

200
180+
160
140+
1204
100+
80
1601
A0
204

UMW

pA

1 2 3 4 5 6 7 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 16 19 20 21 22 23 24 25 26 27 26 29 30 31 32 33
Tempao [min]

Concentragado
(pg/mL)
DMSO 2528 2053 487798 2

Nome do Composto TR (min) Area PT Resolugao SIR




ANEXO M - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO AMOSTRA 2

Nome Sequéncia:
Ensaio:

Método:

Pasta Destino:
Data e hora ultima

injegao:

FID1A
220

32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00
20240223 231201 .dx amastra 2
18072023_Metodo_dapsona. amx

D:\CDSProjects\Dapsona\Results\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rslt

23/02/2024 2319:37 TAG Instrumento: 32CMG002-02 Analista: Daniel da Mota Castelo
Branco

Gréfico com composios

200
1804
60
1404
120H
100H
B0
[y
iy
20+

PA

DM?U’

T T T T T T I T T T T T T T 1T T T T T 7T T T 1
B 7 8 0 10 11 12 13 14 15 16 17 18 190 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33

Tempo [min]

Nome do Composto

Concentragao

TR (min) Area (vg/mL)

PT Resolugio

SIR

DMSO

2528 2470 4881487
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ANEXO N - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO AMOSTRA 3

Nome Sequéncia:
Ensaio:

Método:

Pasta Destino:
Data e hora ultima

injecao:

FID1A

32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

20240223 235212 dx amostra 3

18072023 Metodo_dapsona.amx
D\CDSProjects\DapsonalResults\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rsit

23/02/2024 235948 TAG |nstrumento: 32CMG002-02 Analista: Daniel da Mota Castelo
Branco

Gréifico com composios

200H
180
160
14(H
1201
100+
Ll
-y
40r]
20

PA

& 7 B O 10 11 12 13 14 15 16 17 18 10 20 21 22 23 24 25 25 27 28 20 30 31 32 33
Tempao [min]

Nome do Composto

Concentragao

TR (min) Area (ug/mL)

PT Resolugao SIR

DMS0

25,29 2033 450642 2
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ANEXO O - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO AMOSTRA ENRIQUECIDA 1

Nome Seq uéncia: 32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

Ensaio: 20240224 003223 dx amostra Sint 1

Método: 18072023_Metodo_dapsona.amx

Pasta Destino: DACDSProjects\Dapsona\Results\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rsht

Data e hora ultima  24/02/2024 00:40:01  TAG Instrumento: 32CMGO0202  Apalista: Daniel da Mota Castelo
injegdo: Branco

Gréfico com compostos

FID1A
200 E P
180+ ; =
160+
140+ 3
120+ 4
& 1004 g
80 2
60 k-]
401 2
20+
° I ¥
1 2 3 4 5 6 7 & © 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33
Tempo [min]
Nome do Composto TR (min) Area Concentragdo PT Resolugao SIR
(ug/mL)

Etanol 15,43 89 351 190036 163
Diclorometano 17,18 15 44 330805 13.50 122
Acetato de etila 19,26 386 349 582703 18,78 B14

DMSO 2528 1815 476852 48 66 1




131

ANEXO P - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO AMOSTRA ENRIQUECIDA 2

Nome Sequéncia: 32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

Engaio: 20240224 011235 dx amostra Sint 2

Método: 18072023_Metodo_dapsona. amx

Pasta Destino: D\CDSProjects\DapsonaiResulis\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rslt

Data e hora ultima  24002/2024 012200113  TAG Instrumento: 32CMG00202  Apalista: Daniel da Mota Caslelo
injegéo: Branco

Gréfico com compostos

FID1A

B
L
v

=
T
-Acelato de efla

PA

bDiclorometano

g
22— _ i

1 2 3 4 5 6 7 B B 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 28 30 31 32 33

Tempo [min]
Nome do Composto TR (min) Area Concentracdo PT Resolugao SIR
(ug/mL)
Etanol 15,44 85 336 192150 159
Diclorometang 17,20 14 42 324368 13,42 114
Acetato de etila 19,27 367 332 574784 18,62 584
DMSO 25,29 1984 476217 48 48 2




Nome Sequéncia:
Ensaio:

Método:

Pasta Destino:

Data e hora ultima
inje¢ao:

32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00

20240224 015248.dx amostra Sint 3
18072023_Metodo_dapsona.amx
DAMCDSProjects\Dapsona\Resulis\32CMG002-02-2024-02-23 10-04-34-03-00.rslt

24/02/2024 02200226 TAG Instrumento: 32CMG002-02 Analista: Daniel da Mota Caslelo
Branco

Grifico com compostos

FID1A
2001
180+ % =
160+ g
1401 ES

< 1201 §
S 100+ 2
80 g
60
: ;o
20 i 3
T 2 3 4 5 6 7 B © 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33
Tempa [min]
Nome do Composto TR (min) Area Concentragio PT Resolugao SIR
(ug/mL)

Etanol 1545 &7 343 186783 159
Diclorometana 17,21 14 42 329968 13,40 11
Acetato de etila 19,27 363 328 559293 18,52 570

DMSO 25,30 1722 483401 48,49 1
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ANEXO Q - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO AMOSTRA ENRIQUECIDA 3
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